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FACTEURS CHIMIQUES DE L’ HABITAT. 


Quatre séries de facteurs chimiques, au moins, réglent la possi- 
bilité d’adaptation et d’implantation des mollusques vecteurs dans 
un systéme aquatique : le pH, les gaz dissous dans l’eau, la miné- 
ralisation de l’eau, la richesse des eaux en maticres organiques. 

a) pH. Le pH des collections d’eau dans lesquelles ont été 
identifiés des mollusques vecteurs se situe entre 4,8 (Deschiens, 
{Haute Casamance], 1951 [4]}) et 9,8 (Gastellier et Jadin [Lac Kivu, 
Congo belge}, 1945; H. Damas, 1954 [2]). L’expérimentaion en 
aquarium montre que des élevages de B. contortus, de B. stri- 
gosus, de P. adowensis et de P. glabratus peuvent étre obtenus 
entre pH 4 et pH 10. Il y a donc du cété du pH une trés large 
marge de tolérance aussi bien dans la zone acide que dans la 
zone alcaline. Cette donnée se relie, d’ailleurs, aux variations de 
pH qui peuvent étre observées dans les collections d’eaux natu- 
relles ou dans les territoires des cultures immergées, comme les 
riziéres, en fonction de la température, de la luminosité et de 
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la richesse de l’atmosphére en O et en CO,. Dans les riziéres 
de Madagascar (A. Grjebine et M. Menache, 1953 [8]), amplitude 
des variations diurnes du pH est importante avec un maximum 
lorsque le soleil est au zénith et un minimum nocturne ; ces 
variations qui se trouvent dans les marges que nous avons indi- 
quées paraissent sans influence sur la densité de la population 
des mollusques. 

Cependant, dans les gites naturels de moilusques, a |’exception 
de systémes lacustres comme les grands lacs de l’Afrique Equa- 
toriale, le pH des collections d’eaux est dans la zone d’acidité 
faible ou de neutralité du pH. Cette constatation est valable pour 
les mollusques vecteurs africains (Bulinus, Physopsis, Planorbis), 
américains (Planorbis) et asialiques (Oncomelania). En parti- 
culier, les territoires d’élection d’O. nosophora, au Japon, sont 
des sols acides (Ishii et Tsuda, 1951 [4]) et il en est de méme 
pour B. strigosus, en Afrique Occidentale Francaise (Deschiens, 
1952 [5)). 

Si le pH de la masse des lacs africains est, souvent, franchement 
alcalin, pH 8,5 a 10, leurs eaux riveraines sont plus acides, en 
raison de la concentration plus forte de eau en CO, dissous ; 
c’est précisément sur ces rives que les vecteurs ont leur habitat 
préféré. 

b) Les gaz dissous dans les eaux naturelles sont, le plus 
souvent, Voxygéne, le gaz carbonique, l’azote, l’ammoniaque, 
Vhydrogéne sulfuré et les carbures d’hydrogeéne. 

Les besoins des mollusques vecteurs en oxygéne sont relati- 
vement faibles ; d’autre part, ces gastéropodes respirent non seu- 
lement par leur chambre respiratoire mais, aussi, par leurs 
téguments — ce qui représente une surface d’absorption des gaz 
trés étendue — et sont capables d’absorber, méme sous une faible 
tension, tout Voxygéne dissous dans lVeau; leur résistance 
a Vasphyxie est considérable ; leur utilisation et leur consom- 
mation d’oxygéne ne subit pas de modification sensible entre des 
tensions de 760 mm et de 13 mm de mercure, ce n’est qu’au 
voisinage de 7 mm de mercure que l’asphvxie apparait (T. von 
Brand, H. Nolan et E. Rogers Mann, 1948). Dans une atmo- 
sphére d’azote, P. glabratus est capab'e de résister plusieurs 
jours en utilisant l’oxygéne résiduel de sa chambre respiratoire. 
Dans |’état d’anhydrobiose (asséchement, hivernage, réduction de 
leau de constitution) des mollusques, la consommation d’oxygéne 
est réduite a la plus extréme limite. 

Les mollusques vecteurs tolérent, dans les eaux naturelles, des 
concentrations élevées de CO,; une concentration en gaz carbo- 
nique de 1,40 g¢ (eau minérale de Pougues, en France) par litre 
est nécessaire “pour exercer une action létale, en vingt-quatre 
& quarante-huit heures, sur Planorbis glabratus et sur Bulinus 
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contorlus. La résistance des mollusques a l’asphyxie est trés supé- 
rieure a celle des poissons ; expérimentalement, le poisson rouge, 
Carassius auratus, est tué en trente minutes dans une eau conte- 
nant 1,119 g de CO, par litre (eau de Chatel-Guyon en France), 
alors que B. contortus et P. glabratus se perpétuent dans les 
mémes conditions. La présence d’acide sulfhydrique H,S dissous 
dans les eaux naturelles et dans les eaux usées n’est létale pour 
B. contortus et P. glabratus qu’a des doses supérieures a 0,20 g 
p- 1000, concentration assez rarement atteinte. La présence de 
P. glabratus a été notée dans le périmétre de griffons d’eau 
sulfureuse, 4 La Guadeloupe, et, expérimentalement, des élevages 
de B. contortus et de P. glabratus peuvent étre menés a bien 
dans l’eau sulfurée de la station thermale de Saint-Honoré-les- 
Bains, en France, dont la concentration est de 0,10 ¢ d’H,S par 
litre. 

Les eaux riches en gaz ammoniac dissous, résultant de fermen- 
tations putrides, ne sont létales pour les mollusques vecteurs que 
pour des taux de 0,1 p. 1000 en ce qui concerne P. glabratus et 
de 0,05 p. 1000 pour B. contortus, mollusque qui s’adapte moins 
aisément 4 des eaux subissant des processus putréfactifs que le 
précédent. Dans un petit fleuve cétier d’Algérie, en particulier, 
Marill (1953) [6] a pu relever la présence de B. contortus dans 
des eaux contenant 0,5 mg par litre d’ammoniaque. 

‘Les carbures d’hydrogéne, termes ultimes des _ processus 
d’oxydo-réduction des malieres organiques dans les eaux stag- 
nantes riches en mati¢res organiques n’interviennent, dans les 
conditions naturelles, comme facteurs défavorables de l’habitat 
que dans la mesure ow ils correspondent 4 une eau morte ne 
présentant pas le seuil alimentaire nécessaire a la vie des 
mollusques. 

c) La minéralisation de leau est un facteur important de 
Vhabitat des mollusques. Ainsi que nous l’avons déja indiqué, 
la minéralisation de Veau n’est liée aux conditions géologiques 
que dans la mesure ot celles-ci n’excluent pas l’existence des 
seuils minéraux de calcium, de chlorure et de phosphates dont 
les vecteurs ont besoin. 

La minéralisation de l’eau, quantitative et qualitative, intervient 
dans l’habitat : 1° comme facteur alimentaire et comme élément 
nécessaire d’élaboration de la coquille des mollusques ; 2° comme 
agent commandant la concentration en sels minéraux et, par 
conséquent, la tonicité du milieu aquatique qui intervient en 
fonction des possibilités d’osmorégulation des mollusques, ou de 
la sensibilité, a la salinité, des spermatozoides, des ceufs et des 
larves ; 3° par les propriétés toxiques éventuelles des sels miné- 
raux (nitrates, nitrites, sels de baryum) sur les mollusques. 

Ies besoins des mollusques en chlorures, en calcium et en 
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phosphates sont contr dlables expérimentalement. Dans les aqua- 
rilums équipés avec des eaux non minéralisées comme les eaux 
de pluie ou l’eau distillée, les élevages de Planorbinés et de 
Bulinés ne peuvent étre menés a bien, méme en leur fournissant 
de Vazote alimentaire. Si, au contraire, toutes choses égales, 
d’ailleurs, on fournit aux élevages du phosphate de calcium et 
du chlorure de sodium a des doses et sous des formes appro- 
priées : 0,25 g p. 1000 de ClNa, 0,05 p. 1 000 de phosphate de 
calcium pour P. glabraltus, par exemple, les mollusques se déve- 
loppent et se multiplient normalement. 

Une concentration minima de sels de calcium dans l'eau est 
nécessaire A l’élaboration de la coquille des mollusques ; celle-ci 
est formée par des dépdts successifs de caleaire, de conchylioline 
(substance cornée) et de mucus. Le calcaire est pris dans le milieu 
extérieur, mis en réserve dans le foie sous la forme de phosphate 
de calcium puis porté par la circulation 4 la marge du manteau 
ot! il précipite sous la forme de carbonate de chaux. La 
carence des eaux en calcaires — la chose est facilement véri- 
fiable dans les élevages — se traduit par des dystrophies de la 
coquille et, en particulier, par la présence au niveau de celle-ci de 
plaques ¢érosives blanchatres provoquées par laction corrosive 
des acides humiques ou des acides minéraux. 

Comme nous l’avons dit, déja, la concentration de l’eau en 
sels minéraux — sa_ tonicilé — est un facteur important de 
Phabitat ; la sensibilité des mollusques et, surtout, des formes 
jeunes dont l’osmorégulation est imparfaite, 4 la salinité, est, en 
effet, trés grande. Cette sensibilité concerne, d’une part, les rap- 
ports réciproques de la tonicité de l’eau, et du pouvoir osmo- 
réguiateur des vecteurs et, d’autre part, la toxicité spécifique de 
certains sels (baryum) pour les mollusques. Ces données pré- 
senlent un intérét épidémiologique et prophylactique sur lequel 
nous reviendrons. 

L’étude de la capacité de résistance de P. glabratus et de 
B. contortus, éprouvés, expérimentalement, en présence de 
concentrations croissantes de ClNa dans l’eau, montre que les 
limites de l’osmorégulation correspondent & un taux de 6 p. 1 000 
pour P. glabratus et de 4 p. 1000 pour B. contortus. 

Les prospections sur le terrain confirment que les mollusques 
vecteurs ne sont jamais rencontrés dans les eaux naturelles dont 
les concentrations en chlorure de sodium atteignent les chiffres 
précités [R. Deschiens, 1954] (op. cit.) et on sait que E. Brumpt 
et Cawston ont pu détruire des gites 4 mollusques de régions 
cotiéres par l’adduction d’eau de mer (85 a 40 p. 100 a? eau 
de mer). 

D’autre part, certains sels minéraux (nitrates, sels d’ammo- 
nium, sels de baryum) sont toxiques 4 trés faibles doses pour 
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les mollusques, c’est ainsi que le chlorure de baryum exerce une 
action létale sur P. glabratus a Ja concentration de 1 p. 90 000 
et sur B. contortus 4a la concentration de 1 p. 70000 (Bijan et 
Deschiens, 1956 [7]). Une étude des limites de la tolérance des 
mollusques vecleurs vis-a-vis des sels minéraux pouvant étre ren- 
contrés dans les eaux naturelles, a son incidence sur la répar- 


++ 
ee 
DO) 


y- pour 1000 
? 


3p 1000 


Bonne tolerane juspu’a saturation 


5] ° 
ele 


i aaa 


[pH min. K\\\AANY 


ha 


“ress eae — Q Seman glabrotus [3 a 


Fic. 1. — Tolérance de P, glabratus et de B. contortus pour des concentrations 
croissantes de sels minéraux. 


lition topographique et géographique des vecteurs et sur la pros- 
pection pratique des gites par l’analyse chimique. 

Les recherches entreprises dans ce sens (Delmotte et Jadin, 
1945; C. Vermeil, P. Tournoux, G. Tocheport, C. Noger et 
P. Schmitt, 1952 [8]; F. Mari]) 1953 (op. eit.) ; Deschiens, 1954 
(op. cit.) ; R. M. de Andrade et N. Santos EK. Rubens de Oliveira, 
1955 §9}]) apportent, 4 cet égard, des données qui sont précises. 
La figure 1 et les tableaux 1 et II montrent, d’une part (fig. 1), 
les limites de tolerance de P. glabratus et de B. contortus aux 
sels minéraux et d’autre part (tableaux I et II, les caractéristiques 
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Analyse deaux de gites 4 Bulins, vecteurs de bilharzi 


Mollusques 
Présence (+) 
Absence (—) 


et P. metlidjensis 


B. contorlus 


Lieu 


Guira, Le Chati, — 
Fezzan, Lybie 
Brak, Le Chati, 
Fezzan, Lybie 
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Le Chati, Fezzan 


Ez Zighen, 
Les Bonants, Fezzan 


Gheddona, 
Les Bonants, Fezzan 


Oubari, 
Ouadj el Ajal, 
Fezzan 
Agal, 
Ouadi el Hofra, 
Fezzan 


Ed Dissa, 


Ouadj el Ajal 
Fezzan 


Foundoul. Ouadi 
Heuta el Hofra, 
Fezzan 


Gratroun, 
Gratroun el Ghat 
Fezzan 


El Guebli, 


Gratroun el Ghat, | 


Fezzan 
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eaux de localités voisines (minéralisation en milligrammes par litre.) 
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steurs de bilharzioses (milligrammes par litre.) 
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minéralogiques des analyses d’eau provenant de gites a Planorbes 
et a Bulins. La comparaison de ces tableaux révéle que la miné- 
ralisalion des eaux dans lesquelles sont rencontrés les mollusques 
vecteurs reste toujours dans les limites de tolérance définies expé- 
rimentalement. ; 

Si Von eonsidére l'ensemble des principaux sels alcalins et 
alcalino-terreux rencontrés dans les eaux naturelles ou figurant 
aux postes des analyses d’eaux permettant d’apprécier la pota- 
bilité de celles-ci, on constate que la tolérance décroissante des 
mollusques (Planorbes et Bulins vecteurs) pour les différents sels 
se distribue de la facon suivante : CINa, 4 a 6 p. 1000; SO,Mg, 
4 p. 1000; CO,NaH, 4 p. 1000; SO,Ca, 3 p. 1000; PO,NaH, 
5D p. 1000; CIMg, 2 p. 1000; CIK, 1 a 2 p. 1000; SO,(NH,)., 

4-2 p. 1000: NO,Na, 075-4 1 p. 1000. NO ie 
4 1p. 1000; NO,Na, 0,5 p. 1000; NO,K, 0,45 p. 1 000; Cl,Ba, 
0,014 p. 1 000. 

La tolérance des Planorbes et, en particulier, de P. glabratus 
pour le chlorure de sodium (6 p. 1 000), le chlorure de potassium 
(2 p. 1000) et le sulfate d’ammonium (2 p. 1000) — ce dernier 
a été utilisé comme fertilisant et molluscocide — est supérieure 
a celle des Bulins et, en particulier, de B. contortus, 

Cependant, la résistance des Bulins (B. contortus) vis-a-vis des 
nitrates et des nitrites s’avére meilleure que celle des Planorbes 
(P. glabratus). 

Sur le plan pratique, l’intolérance relative des vecteurs aux 
nitrates doit étre retenue, l’enrichissement artificiel de l’eau en 
nitrates, qui sont des engrais, pouvant se révéler a la fois mollus- 
cocide et fertilisateur. 

Dans l'ensemble, il apparait que les gites 4 mollusques vec- 
teurs correspondent a des eaux assez faiblement minéralisées, 
dont le degré hydrotimétrique ne dépasse pas 122 et titrant, au 
maximum, par litre 1600 mg de chlorures, 1700 mg de sulfates 
et 3 g de carbonates (HCO,). 


Les mollusques sont capables d’ingérer les sels minéraux inso- 
lubles ou peu solubles du sol, en broutant les matériaux nutritifs 
minéraux de résistance médiocre avec leur forte radula ; la eraie 
peut, ainsi, étre broutée par eux, de la méme maniére que celle 
qu’utilisent les vulgaires escargots pour brouter les enduits a la 
chaux qui recouvrent les chassis des maraichers, par exemple. 

Les sels de fer, les sels de cuivre et l’arsenic se rencontrent 
dans les eaux naturelles comme éléments mineurs ou comme oligo- 
éléments ; aux doses ot ils existent, ils n’exercent pas d’action 
nocive. C’est ainsi que le carbonate de fer a la dose de 0,27 g 
par litre, le sulfate de fer anhydre a la dose de 0,2 g par litre, 
le carbonate de cuivre a la dose de 0,004 eg par litre, l’arsenic 


mt OO 
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métallique & la dose de 0,007 g par litre sont parfaitement compa- 
tibles avec la présence permanente des vecteurs. 

La présence de sulfate de fer naturel dans l’eau est tolérée 
jusqu’a la dose de 0,4 g par litre. Expérimentalement, le sulfate 
de cuivre et le chlorure de cuivre (Cl,Cu) sont toxiques pour les 
mollusques vecteurs a la concentration de 0,05 a 0,2 p. 1 000 000, 
mais, dans les conditions naturelles, en raison de la combinaison 
de ces sels avec les mati¢res organiques, ils ne sont actifs qu’entre 
0,6 a 20 p. 1 000 000. La toxicité du cuivre métallique, des oxydes 
et des hydroxydes de Cu (E. Lagrange, 1952 [40}) a été étudiée 
expérimentalement sur P. glabratus ; Voxyde cuivrique (CuQ) 
n’est pratiquement pas toxique, l’oxyde cuivreux (Cu,O) est létal 
a la dilution de 1 p. 100 000; V’hydroxyde cuivrique Cu(OH), et 
le Cu métallique ajoutés a l’eau seraient d’une toxicité considé- 
rable et tueraient P. glabratus 4 la dilution oligodynamique de 
10—*; le cuivre métallique en feuilies, immergé dans l’eau, 
agirait sous la forme d’hydroxyde. Cependant, l’action toxique 
des oxydes de cuivre est inhibée par la présence des matiéres 
organiques de la vase, ou de plantes, en suspension, ou fixées 
dans leau, ce qui ne permet pas une utilisation molluscocide. 

Le chlorure ferrique (Cl,Fe) a, expérimentalement, une action 
létale sur B. contortus et P. glabratus 4 la dose de 0,065 g p. 1 000 
et sur le sulfate ferrique a la concentration de 0,5 p. 1000 
(Annecke et Peacock, 1951 [44, 12]; Dechancé et Deschiens, 
1955 [43)). 

Sur le plan pratique, la minéralisation des eaux a une incidence 
sur la dispersion régionale ou locale des gites 4 mollusques et, 
par conséquent, sur celle des foyers de bilharziose. En outre, 
Vanalyse minéralogique des eaux au cours des campagnes de 
prospection épidémiologique et prophylactique permet d’affirmer, 
en présence d’une concentration donnée en sels minéraux 
(7 g p. 1000 de ClNa, par exemple), d’un échantillon, que la 
collection d’eau qui lui correspond est indemne de mollusques 
vecteurs. 

La sensibilité des mollusques vecteurs & une concentration 
donnée et a action toxique éventuelle d’un sel minéral (sels 
de baryum) est cent fois plus grande, environ, que celle de pois- 
sons d’eau douce comme les cyprins ou que celle des crustacés, 
du climax comme les écrevisses ou les crabes. Cette constatation, 
dont nous avons déja parlé, est importante sous l’angle des 
actions molluscocides spécifiques dont le but est de ménager la 
flore et la faune naturelles non malacologiques des collections 
d’eau. 

d) Parmi les facteurs hydriques qui ont une incidence sur la 
vie et le développement des mollusques vecteurs, la richesse des 
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eaux en maticres organiques doit étre considérée. Les matiéres 
organiques d’origine végétale, pauvres en azote comme les acides 
créniques et apocrénique de Berzelius ou comme les systemes 
floculants plus ou moins déterminés (plantes microscopiques 
selon Duby) décrits sous les noms de barégine, glairine, zoidine, 
zoogéne, plombierine, sulfuraire, sont pratiquement sans influence 
sur les mollusques vecteurs, au taux ou on les rencontre dans 
leau. Au contraire, les composés azotés d’origine animale conte- 
nant de lazote A l’état de sels ammoniacaux, de nitrates, de 
nitrites et de produits de la dislocation fermentative des protides, 
limitent les possibilités de vie et de développement des mollusques. 

Ce sont, principalement, les cadavres des plantes et des petits 
animaux aquatiques, les eaux usées, les purins, les fumiers, les 
urines, qui constituent la base des apports azoltés de leau. 
L’ammoniaque, les nitrates et les nitrites définissent, pour partie, 
dans les analyses chimiques d’eau, la non-potabilité de l’eau ; 
au-dela des doses de 0,7 mg d’ammoniaque par litre et de 20 mg 
de nitrates par litre, on sait qu'une eau nest plus considérée 
comme polable; la présence de nitrites est admise comme -un 
signe certain de contamination. Nous avons déja mentionné 
(p. 715) les limites de la tolérance des mollusques vecteurs vis- 
i-vis de l’ammoniaque, des nitrites et des nitrates (Litalien et 
Deschiens [414]) ; ajoutons que B. contortus et P. glabratus peu- 
vent étre conservés vivants pendant plusieurs jours dans des 
mélanges d’eau et d’urines humaines, dans la proportion d’un 
volume d’urine pour deux volumes d’eau ; rappelons, aussi, que 
les poissons (Carassius auratus), en raison de leurs importants 
besoins en O, sont plus sensibles que les mollusques a Ja présence 
de nitrates et de nitrites et de sels ammoniacaux dans l'eau, ces 
sels se comportant comme des réducteurs fixant loxygéne dissous 
dans l’eau. 

Les mati¢res colorantes, les gommes, les tanins solubles ou 
non solubles, l’encre de Chine sont capables de traverser l’épi- 
derme des mollusques (Hatt, 1931) et d’exercer, éventuellement, 
sur eux une action nocive. 

Enfin, certaines substances chimiquement définies (glucosides) 
d’origine végétale, répandues spontanément (chute de fruits, de 
feuilles ou de branches) ou par la main de Vhomme dans les gites 
ai mollusques vecteurs peuvent éloigner ou détruire ceux-ci 
(A. Mozley, 1952-1954 [45, 46]; F. de Azevedo et L. de Medeiros, 
1955 [op. cit.|). C’est ainsi que la présence, en quantité suffisante, 
de feuilles, de fruits ou de rameaux d’eucalyptus, de Balanites 
aegyptiaca (Delile), de Sapindus saponaria (Engler et Pranti), de 
Tephrosia vogelii, de Swartzia madagascariensis (Desv.) et de 
Derris eliptica, libérateurs de saponine, de roténone ou de eluco- 
sides et d’alcaloides toxiques, dans des systemes d’eau, les rend. 
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le plus souvent, inhabitables pour les raollusques. D’autres 
plantes, comme Psidia arobica, Mundulea suberosa, Synadenium 
carinatum, Agave sisalana et plusieurs Euphorbes (Euphorbia) 
immergées dans Veau ott vivent des populations de Physopsis 
globosa se montrent toxiques expérimentalement pour ce mol- 
lusque (Mozley, 1989). 


Facteurs biotiques. 


Les facteurs biotiques de Vhabitat des mollusques vecteurs 
peuvent étre groupés de la fagon suivante : 

1° Nourriture et nutrition ; 

2° Faune et flore du climax auxquels appartiennent les mol- 
lusques ; 

3° Ennemis naturels et prédateurs ; 

4° Maladies des mollusques vecteurs ; 

5° Autres interactions entre les mollusques et les habilants, 
animaux et végétaux du climax. 


NoURRITURE ET NUTRITION. — Les mollusques vecteurs des 
bilharzioses sont, surtout, phytophages, mais, dans le cadre d’un 
régime alimentaire omnivore. Certains genres, comme les Onco- 
mélanies, vecteurs de S. japonicum, ont une phytophagie et une 
affinité pour la cellulose particuli¢rement accusées; on sait 
qu’O. nosophora, en aquarium, choisit, de préférence, parmi les 
aliments végétaux qui lui sont proposés, d’abord la cellulose pure 
représentée par des carrés de papier filtre puis Viagar-agar ct 
Vamidon (Tsumi, Ritchie, 1955, op. cit.). 

Cependant, les préférences alimentaires des mollusques ne sont 
jamais absolues, et, dans le cadre d’un régime a prédominance 
herbacée, ils mangent ce qu’ils trouvent, ils ne sont pas difficiles 
et ils sont sobres. La ration quotidienne expérimentale en feuilles 
de laitue d’une limnée : Limnea peregra, a été calculée (Pelseneer, 
1935 [417]) ; elle s’établit & un tiers, environ, du poids du corps 
du mollusque. Chez Planorbis glabratus, le poids de feuilles de 
Jaitue consommé en vingt-quatre heures (moyenne de quatre 
jours) représente sensiblement le quart du poids de |’animal. 

Les aliments végétaux électivement choisis par les mollusques 
vecteurs sont les phanérogames aqualiques ou terrestres ; comme 
les mollusques terrestres (Pelseneer, 1935, op. cit.), ils mangent 
volontiers les plantes cultivées tendres et délicates ; les Planorbes, 
singuliérement, attaquent le jeune riz dans les riziéres. Les feuilles 
de salade, de palmier (feuilles de Djerid) et de bananier immer- 
eées sont trés recherchées par les Bulins et par les Planorbes 
qui y broutent non seulement la cellulose chargée de chlorophylle 
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mais, aussi, les sécrétions glandulaires de la plante. Un tres 
grand nombre de plantes aquatiques ou riveraines trés diverses 
servent d’aliments aux mollusques : phanérogames, cryptogames, 
mousses, lichens, algues, flore microscopique. 


Les matiéres organiques en décomposition sont, dans une cer- 
taine mesure, utilisées par les vecteurs (saprophagie) ; le bois 
et les feuilles d’arbres (xylophagie) ayant subi la putréfaction 
dans l’eau sont des aliments trés recherchés par les mollusques : 
ces matériaux (feuilles de mangue, feuilles de platane) rendent, 
d’ailleurs, avec les feuilles de laitue, de grands services dans 
les élevages expérimentaux, pour obtenir un bon ¢équilibre alimen- 
taire. 

Les matiéres azotées résultant de la putréfaction dans l'eau 
des cadavres de petits animaux aqualiques ou de déjections 
humaines ou animales constituent, a partir d’un certain plafond, 
un facteur nuisible a habitat, du fait de la formation de produits 
ammoniacaux dépassant la marge de tolérance des vecteurs. Dans 
les aquariums de petite capacité, la présence de cadavres de 
mollusques est nuisible ; dans la nature, dans les ouvrages d’art 
(égouts a ciel ouvert, canalisations agricoles) un excés de 
matiéres usées et de déjections fait disparaitre ou raréfie les 
mollusques. On a noté (F. de Azevedo, 1955, op. cit.), en Mozam- 
bique, que dans les marigots pollués par les hippopotames, on 
ne rencontrait pas de mollusques vecteurs. 


Il convient de remarquer que la tolérance des mollusques vec- 
teurs vis-a-vis des produits de décomposition des substances 
protidiques est beaucoup plus grande lorsque les processus fermen- 
taifs ou putrides s’exercent sur des cadavres d’animaux ou de 
plantes aquatiques que lorsqu’il s’agit de putréfactions portant 
sur des dépouilles d’animaux terrestres accidentellement immer- 
gées. 

En effet, la flore bactérienne déterminant la putréfaction des 
cadavres dans l’eau et conduisant a une saponification ammonia- 
cale putride, lente et ménagée avec imprégnation calcaire par 
« adipocirose », est toute différente de celle qui provoque les 
putréfactions communes dans l’air, putréfactions qui sont beau- 
coup plus intenses et beaucoup plus toxigénes. La présence de 
cadavres de poissons en putréfaction adipocireuse (flore bacté- 
rienne aquatique) est relativement bien supportée en aquarium par 
les mollusques, alors que l’introduction de fragments de viande 
ayant subi un début de fermentation putride dans l’air provoque 
en vingt-quatre heures environ (flore bactérienne terrestre), la 
mort des vecteurs. 

Les matiéres organiques dissoutes en émulsion ou en suspension 
(poudres alimentaires) peuvent étre ingérées directement par les 
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mollusques ; les Planorbes et les Bulins, dans les aquariums 
d’élevage, broutent et ingérent les poudres ‘alimentaires contenant 
des protides (poudres musculaires, extraits de foie) ou des vita- 
mines (levure de biére, vitamines B) que l’on dépose a la surface 
ou au fond de leau. Certains mollusques, comme l’huitre, peu- 
vent absorber du lait (Ranson, 1935). 


Les mollusques vecteurs sont, aussi, microphages ; ils se nour- 
rissent des petits organismes vivants qu’ils rencontrent dans le 
milieu aquatique .ou dans les boues alimentaires : oscillaires, 
algues planctoniques, bactéries, diatomées, protophytes verts, 
protozoaires, ceufs et larves de crustacés, ou, méme, ceufs d’autres 
mol‘usques. Il est bien connu (Fischer, 1950 [48}) que les Bulins 
et les Physes mangent les ceufs d’autres espéces de gastéropodes. 

Dans les aquariums d’élevage, les Planorbes et les Bulins 
broutent les algues microscopiques et les protophytes qui s’accu- 
mulent, surtout l’été, sur les parois des bocaux et ils ingérent, 
en méme temps que les feuilles de laitue dont les aquariums sont 
approvisionnés, les « voiles » contenant de nombreusés bactéries 
et de nombreux protozoaires (amibes, flagellés, infusoires) qui 
s’organisent sur celles-ci. 


Les aliments minéraux, nécessaires aux mollusques vecteurs, 
sont, pour une grande partie, ingérés avec les nourritures préci- 
tées ou en solution dans l’eau ; cependant les vecteurs peuvent 
ingérer directement des sels minéraux et, en particuher, du cal- 
caire, en les broutant & la surface du fond ou sur des supports ; 
on peut, singuliérement, observer sur des fragments de craie 
immergés, dans des aquariums d’élevages de Planorbes, des traces 
radulaires révélatrices d’un broutage. 

Sur le plan pratique, étude des préférences alimentaires des: 
mollusques peut étre utile dans un but d’action molluseocide 
chimique, en dispersant dans les gites 4 vecleurs des comprimés 
réunissant, dans une posologie appropriée, un aliment élective- 
ment recherché et. un molluscocide non soluble et non répulsif 
(carbonate de baryum, par exemple). 

Les besoins alimentaires des mollusques vecteurs, pour étre 
salisfaits durablement, impliquent la réalisation d’un habitat dans 
lequel la circulation de la matiére nutritive est relativement stable 
(processus primaires autotrophes —> plantes eb animaux hétéro- 
trophes —> réduction des cadavres au fond de l’eau en composés 
chimiques rudimentaires par les saprophages et les bactéries) et 
dans lequel le seuil des besoins alimentaires des vecteurs en 
azote, en phosphates, en calcium et en sels minéraux fondamen- 
taux est atteint. Cet habitat, ce climax peuvent se constituer dans 
des conditions trés diverses : systemes lacustres, rivieres 4 faible 
courant, étangs, marigots, mares, piscines, citernes, canaux et 
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ouvrages d’art agricoles, égouts en tranchées, que ces systemes 
aquatiques soient permanents ou soumis a un asséchement tem- 
poraire mais cyclique. Cependant, un climax favorable ne peut 
‘s’établir qu’exceptionnellement dans des masses d’eau de forma- 
tion accidentelle et temporaire, dans des collections dont le cycle 
de renouvellement est trop long, dans les eaux cavernicoles ou 
dans les eaux d’ombre des galeries foresti¢res ou des versants 
du relief que la lumiére solaire n’alteint pas; ces eaux, dans 
lesquelles un cycle alimentaire régulier ne peut s’organiser, sont 
des eaux biologiquement mortes qui ne peuvent constituer des 
gites. 


FLORE ET FAUNE DU CLIMAX DES MOLLUSQUES. — Nous entendons 
par « Climax », suivant la conception de F’. S. Bodenheimer 
(1955) {419}, l'ensemble des associations végétales et animales 
(associations zoophytiques de L. Germain) peuplant le milieu 
relativement stable d’eau douce oti se développent les mollusques 
vecteurs ; ce peuplement, représentant, d’ailleurs, lui-méme, un 
facteur de l’habitat (1), intervient dans le cycle de la matiére 
alimentaire assurant l’équilibre biologique du milieu. 

Nous avons déja exposé que, dans l’eau douce, la stabilité du 
milieu était relativement facile, les processus vitaux autotrophes 
assurant l’existence des plantes et des animaux hétérotrophes et 
les cadavres de ces derniers étant réduits par les bactéries en 
composés chimiques relativement simples, ramenant aux orga- 
nismes autotrophes. I] faut souligner que les populations de mol- 
lusques vecteurs s’acclimatent particuliérement bien dans _ les 
biotopes et les climax qui s’organisent au voisinage de l’homme, 
qu’il s’agisse de ses habitations (issues, égouts, eaux usées), de 
ses cultures vivriéres ou de ses aménagements agricoles ou tech- 
niques. La richesse constante des eaux en matiéres alimentaires, 
leur pérennité du fait de Ventretien des systémes d’eaux domes- 
tiques sont des facteurs favorables de l’habitat. 

‘La dispersion géographique des mollusques, dispersion qui. 
naturellement, correspond a des espéces différentes, les met, 
néanmoins, en présence de flores et de faunes qui, bien que spéci- 
fiquement variables, répondent a des types d’associations zoophy- 
tiques comparables. 

On doit distinguer, parmi les éléments de la flore et de la faune, 
des espéces favorables et des espéces défavorables, espéces défa- 


vorables qui, 4 la limite, peuvent provoquer la disparition ou } 
destruction des mollusques. 


(1), Les populations successives de bactéries, de thizopodes, de fla- 
gellés et d’infusoires qui se développent dans l’infusion de foin, repré- 
sentent, avec les matiéres nutritives du foin, un climax simple. 
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ETUDE DES VIRUS APC (ADENO-VIRUS) 


Il. — EVOLUTION DES LESIONS CELLULAIRES 
PROVOQUEES PAR LE VIRUS APC /N V/TAO (*) 


par P. LEPINE, Ch. CHANY, J. MAURIN et M.-C. CARRE (**). 


(Institut Pasteur, Service des Virus) 


Dans un précédent travail [4], nous avons décrit les lésions 
cytologiques provoquées par les virus APC (souches P32 et P44) 
isolés en France. Ces lésions sont comparables a celles que 
décrit parallélement Barski [2] 4 propos des souches américaines. 

Depuis cette date, le nombre des souches isolées a considéra- 
blement augmenté. L’étude morphologique des lésions_intra- 
cellulaires nous a paru particuliérement intéressante du point de 
vue du diagnostic pour deux raisons : 

La premiére est que ces lésions nous paraissent spécifiques. 

La deuxiéme est qu’elles s’installent trés précocement, mais 
ne sont rendues visibles qu’aprés fixation et coloration des pré- 
parations. 

L’objet du présent travail est d’étudier l’évolution morpholo- 
gique de ces lésions in vitro, et ainsi de comparer entre elles les 
différentes souches, isolées en France et ailleurs. 


MirTHODES. 


Nous utilisons les méthodes de cultures cellulaires actuellement 
devenues courantes, faisant appel aux cellules soit de rein de 
singe, soit de la lignée HeLa. 

1° Cellules de rein de singe. — Les reins de singe cynocéphale 
sont prélevés aseptiquement, la corticale est découpée en petits 
fragments et trypsinée suivant la technique de Dulbecco et Vogt. 
Les couches monocellulaires obtenues sont cultivées suivant la 
méthode des tubes roulants dans un mi'ieu composé de solution 
de Hanks 47, Connaught 199 (Parker) 50, sérum de poulain 


(*) Ce travail a pu étre exécuté grace A une subvention de 1’Institut 
National d’Hygiéne (Directeur : professeur Bugnard). 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 10 janvier 1957. 
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3 p. 100 avec addition de pénicilline : 200 U/ml et streptomycine : 
50 pg/ml. 

2° Cellules sensibles entretenues. — Nous employons la souche 
HeLa (Gey) adaptée dans le Service des Virus de l'Institut Pas- 
teur [3] & un milieu a base d’hydrolysat de caséine additionné 
de sérum de poulain (5 p. 100) et d’antibiotiques. 

Les préparations sont failes a partir de lamelles prélevées 
des cultures toutes les six heures jusqu’a la destruction totale de 


celles-ci; elles sont fixées au Bouin alcoolique et colorées 
a l’hémalun-éosine. 


RESULTATS. 


Les cultures de cellules de rein de singe nous ont paru parti- 
culiérement favorables a ]’étude des lésions fines et de leur évo- 
lution. Les cellules sont bien élalées, moins serrées que les 
cultures de cellules HeLa. Elles contiennent des cellules de deux 
types morphologiques: certaines sont allongées fusiformes, 
d’allure fibroblastique, d’autres sont losangiques, d’allure épithé- 
liale. Notre étude de base porte essentiellement sur la souche de 
virus dite P44 isolée en France, d’une pneumopathie mortelle. 
Mais les virus de types différents donnent des lésions comparables. 

Ainsi que l’ont décrit déja d’autres auteurs, quelle que soit la 
souche utilisée, les adéno-virus frappent d’abord les cellules 
d’allure épithéliale, de préférence a4 la périphérie de la culture. 
Ils présentent une certaine prédilection pour les cellules jeunes, 
surtout aprés la mitose, les cellules étant également atteintes 
avant ou pendant celle-ci. Dans ce dernier cas, toutes les cellules 
filles présentent les altérations nucléaires caractéristiques. 

Les altérations cellulaires apparaissent en vingt-quatre & qua- 
rante-huit heures; elles siégent en plusieurs points du noyau ; 
elles restent toujours a distance des nucléoles, qu’elles peuvent 
entourer en couronne. Ces lésions précoces, et nous insistons 
sur ce point, ne sont pas décelables a l’examen a |’état frais, 
mais visibles aprés fixation et coloration, et souvent seulement 
a immersion. 

Les lésions qu’on peut ainsi observer consistent en une petite 
inclusion éosinophile entourée d’une aréole claire 4 lintérieur 
de laquelle toute structure nucléaire a disparu. Ces inclusions 
peuvent présenter également une structure hétérogéne faite 
d’éléments arrondis concentriques. Dans certains cas on note des 
éléments confluents de forme arrondie, de taille variable, dis- 
persés dans le noyau et reposant sur une masse de coloration 
d’emblée plus foncée (pl. I, fig. C). 

Le nombre des inclusions augmente rapidement; elles rem- 
plissent tout le noyau, respectant les nucléoles et une bande 
claire périnucléolaire, formant ainsi une sorte de corps mari- 
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forme, Du point de vue de la colorabilité, elles sont d’abord éosi- 
nophiles claires, puis elles deviennent de plus en plus foncées, 
puis amphophiles, et finalement franchement basophiles. 

A la périphérie du noyau, on observe une zone claire vacuo- 
laire paraissant appartenir au noyau, Certaines souches pro- 
voquent également une vacuolisation cytoplasmique périnucléaire. 

En définilive, le noyau apparait dans son ensemble augmenté 
de volume, basophile et vacuolisé. Les vacuoles peuvent étre 
réguliérement ou irréguliérement réparties, de taille 4 peu prés 
comparable, ou au contraire variable. 

‘Le cytoplasme subit des modifications différentes : d’abord 
éosinophile et tres augmenté de volume, il se rétracte ensuite. 
Il peut présenter dans certains cas une vacuolisation ou une des- 
truction granuleuse. 

L’aspect des lésions en microscopie optique parait assez 
comparable 4 laspect observé en microscopie électronique. Telle 
est tout au moins l’impression qui se dégage d’un travail actuel- 
lement en cours a l'Institut Pasteur [4]. 

Il est intéressant, d’autre part, de souligner un certain paral- 
lélisme de ces lésions avec les lésions cytologiques obervées sur 
les coupes anatomiques. 

Dans un précédent travail, nous avons décrit les lésions anato- 
miques provoquées par ce virus [5]. Le virus dit P44 a pu étre 
isolé du poumon, du cerveau et du liquide céphalo-rachidien, tra- 
duisant une véritable virémie 4 point de départ bronchique. Les 
coupes montrent une nécrose intense, frappant 1’épithélium 
bronchique. Par endroits, la lumiére bronchique est compleé- 
tement obstruée par un magma neécrotique. La nécrose peut 
dépasser les bronches, envahir le parenchyme pulmonaire. A 
Vintérieur de ces plages de nécrose, certaines cellules d’origine 
probablement épithéliale présentent des lésions cytologiques tout 
a fait comparables a celles décrites plus haut. 

Sur un plan général, les diverses souches APC (dont 11 amé- 
ricaines et 8 francaises) ne présentent pas de différences évidentes 
entre elles lorsqu’on les étudie sur une culture de rein de singe. 

La morphologie des lésions observées dans les cellules consi- 
dérées individuellement est indépendante du titre du virus trouvé 
dans le liquide surnageant : celui-ci intervient évidemment dans 
le nombre de cellules lésées par unité de temps et dans la rapi- 
dité de Vévolution des lésions. 

Des différences morphologiques notables apparaissent lors- 
qu’on étudie ces souches dans une culture HeLa; certaines de 
ces différences ont déja été signalées par Barski [2]. Elles sont 
purement morphologiques et ne préjugent en rien du groupe séro- 
logique auquel la souche appartient. On ne les a_ observées 
qu’avec des virus APC, au moins jusqu’a présent. T’aspect des 
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lésions est toujours le méme pour une souche donnée dans des 
conditions identiques. Du point de vue purement cytologique, 
aprés étude des 19 souches différentes actuellement a notre dispo- 
sition [4, 6, 7, 8], trois aspects ont pu étre individualisés. IIs 
ne constituent sdrement pas une classification définitive, car la 
connaissance de ce groupe n’est qu’ébauchée. 


Aspecr 1 (souches: 106-1, 174-2, 64-5, 175-6, 160-8). — La 
culture présente en général une rétraction trés intense. Cette 
rétraction apparait trés précocement, en vingt-quatre a quarante- 
huit heures et elle dessine une sorte de filet 4 mailles irréguliéres. 

‘L’examen au fort grossissement fait apparaitre une vacuoli- 
sation trés intense du noyau. Ces vacuoles sont irréguli¢rement 
dispersées sur toute la surface nucléaire. Elles sont faites de 
bulles de taille variable. I] est exceptionnel de noter la formation 
d’une masse centrale intranucléaire. Les nucléoles ont disparu. 


Aspect 2 (souches : P32, P115). — Avec cet aspect, la rétraction 
de la nappe cellulaire est peu importante ; elle existe néanmoins 
et se traduit dans la culture par la présence de petits trous irré- 
guliérement disséminés. Les cellules malades sont de volume peu 
différent de la cellule normale, elles sont groupées en foyers 
dispersés. 

A Véchelon cellulaire, la lésion caractérisiique consiste en une 
vacuolisation fine faite de petites bulles, prédominant a la péri- 
phérie du noyau, qui donne a l’ensemble un aspect en rosace. 


Aspecr 3 (souche P134). — Au faible grossissement, la rétrac- 
tion apparait moindre, mais ultérieurement les cellules lésées se 
groupent en grappes de raisin. 

Au début, il existe des foyers dispersés de cellules atteintes. 
L’extension des lésions se fait en tache d’huile. I] existe une cyto- 
phagie intense. Par ce terme nous entendons le phénoméne sui- 
vant : certaines cellules, le plus souvent des cellules malades, se 
trouvent englobées dans le cytoplasme d’autres cellules dont le 
noyau, du fait du volume de la cellule englobée, apparait déformé 
en croissant et refoulé vers la périphérie. Les cellules qui phago- 
cytent sont souvent elles-mémes infectées et présentent également 
des lésions caractéristiques. Par endroits, deux a trois cellules 
peuvent étre ainsi phagocytées par la méme cellule macropha- 
gique. ; ; 

Il faut noter que cette propriété macrophagique apparait, bien 
que rarement, dans les HeLa témoins ou au cours des cultures 
d’autres souches de virus APC. Mais il est frappant de noter la 
tres grande fréquence et la prépondérance de ce processus avec 
les cultures des souches de ce type morphologique, alors qu’il 
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est rare de l’observer lorsqu’on cultive les virus des deux autres 
types précédents. 

Quelques cellules présentent également une vacuolisation nuclé- 
aire, mais le noyau parait moins gonflé qu’avec les types précé- 
dents. On note assez f[réquemment une forte vacuolisation cyto- 
plasmique. De ce fait les cellules se distendent considérablement 
et les débris cytoplasmiques restants se rassemblent autour du 
noyau. 

Dans l’ensemble, les trois aspects lésionnels décrits ci-dessus 
présentent des différences suffisamment nettes pour s’imposer dés 
le premier examen. 


Discussion. 


Les lésions cytologiques décrites en culture cellulaire de rein 
de singe constituent les aspects précoces d’une atteinte cellulaire 
liée aux virus APC. Toutes les souches que nous avons pu exa- 
miner présentent, tout au moins au début, des aspects assez 
comparables. Les inclusions intranucléaires peuvent étre de taille 
variable, mais présentent un aspect structural assez caractéris- 
tque. 

Ces lésions sont-elles spécifiques ? Parmi les causes possibles 
d’erreurs, il faut éliminer des associations virales endogénes et 
exogénes. 

Parmi les virus endogénes, le plus commun est le virus spu- 
meux qui parasite avec une extréme fréquence les cultures de 
rein de singe. Toutefois, les lésions qu’il détermine sont trés 
différentes ; elles sont d’installation tardive, a prédominance cyto- 
plasmique, donnant a la cellule un aspect vacuolaire. Aucune 
inclusion intranucléaire n’a été observée avec ce virus dans les cas 
que nous avons pu examiner. 

D’autre part, des lésions assez comparables peuvent étre obser- 
vées en culture de cellules HeLa, ot aucune surinfection endo- 
gene ne peut étre retenue. ‘Les lésions causées par les virus APC 
y sont analogues 4 celles que nous avons décrites sur les cellules 
de rein de singe. Notons toutefois que les inclusions éosinophiles 
du stade précoce y sont plus difficiles A mettre en évidence. 

Parmi les causes exogénes, les virus du groupe herpétique sont 
facilement éliminés, car les lésions nucléaires qui leur sont dues 
sont tota'ement différentes ; en particulier, on note avec les virus 
de ce groupe une margination caractéristique de la chromatine, 
ainsi qu'une fragmentation et une dispersion du nuclécle. Dans 
le cas des virus “APC, au contraire, il n’y a pas de margination 
de la chromaline et les nucléoles sont en régle respectés, tout au 
moins au début. 

_Nous avons vu que, dans l’ensemble, les cellules de rein de 
singe se prétent mieux que les cellules HeLa a I’étude morpho- 
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logique détaillée des différents types morphologiques des adéno- 
virus. Ceci est dQ probablement a la coexistence de cellules de 
deux types morphologiques différents au sein de la méme culture : 
des cellules d’allure épithéliale et des cellules d’allure fibro- 
blastique. ‘Les cellules épithéliales sont bien étalées et moins 
nombreuses. Elles sont frappées plus précocement et d’une facon 
élective. La nature méme de la culture permet une coloration et 
une différenciation meilleures. 

La culture de cellules HeLa offre, au contraire, une couche 
serrée de cellules épithéliales. Elle peut étre plus indiquée pour 
les études morphologiques d’ensemble. 

Il est bien évident qu’une classification purement morphologique 
des virus APC ne peut étre que schématique, et d’autre part que 
des formes de transition peuvent exister. 

I] nous parait intéressant de remarquer la différence qui existe 
entre les adéno-virus proprement dits (aspect 1) isolés par culture 
prolongée d’amygdale ou de végétations, et les virus respiratoires 
(aspects 2 et 3). Une meilleure connaissance de ces virus et 
Vobservation d’un plus grand nombre de souches confirmera ou 
infirmera cette facon de voir. 

Par l'étude des aspects morphologiques des adéno-virus 
(virus APC) nous espérons rendre plus facile, et surtout plus 
rapide, le diagnostic de ces viroses, ayant en vue les applications 
pratiques courantes dans le domaine de la clinique humaine. Ceci 
ne dispense pas, cependant, dune étude sérologique ultérieure. 
Cette étude est actuellement en cours. 


Nous tenons a remercier vivement le D™ R. J. Huebner, qui 
a bien voulu nous adresser un échantillon de tous les types 
d’adéno-virus isolés par lui. 


SUMMARY 


EVOLUTION OF CELLULAR LESIONS INDUCED 
By APC vIRUSES IN TISSUE CULTURE. 


Early cytopathogenic effects provoked by adenoviruses have 
been studied. The strain P44 isolated in France from a fatal 
case has been used for basic work, but other strains were also 
examined for comparison. 

Monkey kidney cultures seem to be more suitable to the study 
of early changes, which are detectable only after staining. They 
consist in strongly eosinophilic inclusion bodies with intact 
nucleoles, which gradually turn to a final basophilic stage. 

HeLa cells are useful for the study of general cell degeneration. 
From the comparison of 19 available strains, 8 different morpho- 
logical types of cytopathogenic degeneration are described. 
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PLANCHE I 


A) Stade trés précoce aprés vingt-quatre heures de culture sur rein de singe, 
souche P 44, Coloration: hémalun-éosine. Gr = 670; 1. Deux nucléoles trés 
basophiles ; 2. Inclusion éosinophile entourée d’une aréole claire vacuolaire. 
Plusieurs autres sont également visibles dans les deux noyaux. — B) Stade un 
peu plus avancé: 1. Dans le centre, nucléole trés basophile ; 2. Cinq masses 
éosinophiles dispersées dans la masse nucléairee — C) 1. Trois inclusions 
arrondies trés éosinophiles contrastant avec la basophilie du nucléole ; 2. Nucléole ; 
3. Corps d’inclusion déja formé respectant le nucléole. La substance de base du 
corps d’inclusion est déja trés foncée alors que les cing inclusions entourées d’une 
aréole claire sont encore éosinophiles. — D) 1. Corps d’inclusion miariforme déja 
formé respectant Je nucléole. 


Annales de l'Institut Pasteur Mémoire P. LEPINE, Ch. CHANY, 
T. 92. J. MAURIN et M.-C. CARRE. 


PLancue I. 


MASSON ET Cc", EDITEURS 


PLANCHE II 


Aspect 1. — Souche 160-2, culture de cellules HeLa. Aprés  trente-six heures. 
Coloration hémalun-éosine. Faible grossissement ; rétraction en filet a mailles 
irréguliéres. Fort grossissement ; vacuolisation faite de bulles irrégulitres disséminées 


de taille inégale. 


Annales de U Institut Pasteur. Mémoire P, LEPINE, Ch. CHANY, 
T. 92 J. MAURIN et M.-C. CARRE. 


Prancne IJ]. 
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PLANCHE III 


Aspect 2. — Souche P32 en culture de cellules HeLa. Apres trente-six heures. 
Coloration hémalun-éosine. Faible grossissement: rétraction faible; nombreuses 
vellules atteintes en foyers disséminés. Fort grossissement: vyacuolisation fine 
périphérique, masse centrale non homogtne basophile. Une cellule en haut et a 
gauche alteinte visiblement & un stade plus précoce présente un cytoplasme 
augmenté de volume, éosinophile, et une vacuolisation périphérique débutante. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire P. LEPINE, Ch. CHANY, 
T. 92. J. MAURIN et M.-C. CARRE. 


PLancue III. 


MASSON ET CGie, EDITEURS 


PLANCHE JY 


Souche P1I54 en culture de cellules HeLa aprés trente-six heures. Coloration : 
hémalun-éosine. Vacuolisation  intranucléaire et cytoplasmique. Nombreux 
aspects cytophagiques. 


Annales de PInstitul Pasteur. Mémoire P. LEPINE, Ch. CHANY. 
lend J. MAURIN et M.-C. CARRE. 


PLancHeE LV. 


MASSON Bar Of, isin min imine 


ETUDE DU VIRUS VACCINAL 


SUR DES CELLULES CANCEREUSES 
(SOUCHES Hela et KB) 


par Jean LAVILLAUREIX (*) 


(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie 
[Faculté de Médecine, Strasbourg)) 


Dans une revue générale datant de 1954 [4], consacrée a la 
cytopathologie des virus, Enders cite les nombreux travaux effec- 
tués sur le virus vaccinal en cultures de tissus. ‘Les expériences 
rapportées ont été effectuées sur différents tissus : tissus de lapin 
(cornée, rein, testicule, poumon, peau, rate), tissus de bovin 
(peau, testicule), cellules embryonnaires de poulet. Les tech- 
niques employées étaient, soit la survie de ces tissus, soit l’explan- 
tation de ces tissus sur plasma. 

Enders, en conclusion, souligne une certaine discordance dans 
les nombreux résultats rapportés et surtout l’absence de résultats 
indiquant une croissance du virus en cultures de tissus. 

Depuis cette revue, nous n’avons trouvé qu’un seul travail 
apportant des arguments précis, celui de Scherer et Syverton [4]. 

Ayant isolé une souche de virus vaccinal au cours d’une petite 
épidémie locale, nous avions essayé l’isolement sur les cellules 
carcinomateuses HeLa et K.B. Les premiers résultats obtenus 
nous ont conduit A pousser notre étude, dont nous présentons ici 
les résultats. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Cr_LuLes. — Deux souches de cellules ont été utilisées : souches 
HeLa et KB, dérivant de carcinome humain épidermoides du 
cervix. 

Ces cellules sont conservées soit en tubes roulants, soit en 
boites statiques. Les repiquages sont effectués par trypsination 
selon la technique de Dulbecco et Vogt. Le milieu de culture est 
celui qui a été décrit par Lépine et coll. [2]: solution saline de 
Earle contenant des acides aminés (hydrolysat de caséine), des 
vitamines, du sérum de poulain. Des antibiotiques sont ajoutés 


(*) Société Francaise de Microbiologie, scance du 10 janvier 1957. 
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pour éviter les contaminations possibles : pénicilline, 100 U/cm® ; 
streptomycine, 100 pg/cm* ; mycostaline, 25 U/cm’. 

Le matériel virulent est inoculé dans des tubes de culture en 
plein développement, trois a cing jours aprés le repiquage. 
0,25 cm* d’inoculum est ajouté et laissé en contact avec les 
cellules pendant trente minutes. Puis 1,75 cm* de milieu nutritif 
est ajouté et les tubes ensemencés sont mis dans l’appareil 
roulant. 


Virus. — Deux souches de virus vaccinal ont été étudiées : 
1° La souche isolée au cours d’une petite épidémie de vaccine 
généralisée. 


Une crotte pustuleuse a été broyée et diluée au 1/50 dans de 
eau physiologique et additionnée d’antibiotiques (1000 U. de 
pénicilline, streptomycine, chloromycétine, mycostatine). Le 
broyat ainsi traité a été inoculé au lapin, provoquant kératite, 
orchite et lésions cutanées, sur Ja membrane chorio-allantoidienne 
de l’ceuf de poule embryonné de onze jours, provoquant de 
grosses lésions pustuleuses, et en cultures de tissus. 

2° A titre de comparaison, nous avons étudié conjointement 
une souche de vaccin anti-variolique, provenant de |’Institut du 
Docteur Pourquier (Montpellier). 


SERUMS NEUTRALISANTS. — Un sérum spécifique a été préparé 
sur les lapins ayant servi a l’isolement. Ils ont été réinoculés 
deux fois & une semaine d’intervalle par vole intraveineuse. 
D’autre part, nous avons utilisé le sérum du premier enfant 
alteint de vaccine généralisée, sérum prélevé au quinziéme jour 
de la maladie. 

Ces deux sérums contiennent une forte dose d’anticorps neu- 
tralisants : la dilution au 1/1 000 neutralise en effet 100 CTDL5O. 


Titraces. — Le titre virulent a été calculé, d’une part en 
cultures de tissus, par la méthode de Reed et Muench, d’autre 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Aspect normal d’une culture de cellules carcinomateuses HeLa 
(faible gross). 
Fie. 2. — Souche HeLa infectée par le virus vaccinal, 
vingt-quatre heures aprés l’inoculation (faible gross). 
Fic. 3. — Souche HeLa infectée par le virus vaccinal, 
quarante-huit heures aprés l’inoculation (faible gross). 
Fic. 4 et 5. 


Cellules K. B. infectées par le virus vaccinal, quarante-huit heures aprés Vinoculation, 
montrant corps de Guarnieri et granulations acidophiles (fort gross). 
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part sur lapin par le calcul de Vumité infectante (Ramon {8)). 

Pour le titrage sur lapin, des dilutions variables de suspension 
virulente sont injectées sous le volume de 0,25 cm* dans le derme 
du lapin. Les résultats (lésions pustuleuses) sont traduits en 
unité infectante. L’unité infectante correspond a Ja dilution qui 
provoque encore une pustule nette. 


EXAMENS MICROSCOPIQUES. — Sur le vivant, noms avons examiné 
les cellules au microscope 4 contraste de phase. 

Aprés fixation a l’acide osmique, ou au Bouin-Hollande, nous 
avons pu pratiquer des examens colorés aprés coloralion par Ja 
méthode de Mann. 

RESULTATS. 


Les résultats sont identiques pour les deux souches de virus. 


1° Premizre cutturE. — Etude macroscopique : Des effets de 
dégénérescence sont notés sur les cellules infectées avec la croile 
provenant de l’enfant attemt de vaccine généralisée. 

Vingt-quatre heures aprés linoculation en cultures de tissus 
les cellules perdent leur aspect polyédrique habituel, elles s’arron- 
dissent et se mettent en amas. 

Au bout de quarante-huit heures, les amas se sont agglutinés 
et les cellules commencent a se décoller des parois du tube. Les 
cellules se vacuolisent et certaines présentent trois, quatre ct 
méme un plus grand nombre de vacuoles qui leur donnent un 
aspect découpé. 

Les jours suivants, la destruction de la culture va continuer. 
Les amas cellulaires augmentent de volume et un plus grand 
nombre de cellules se décollent. 

Le septi¢éme ou huiti¢me jour, il ne reste pratiquement plus 
de cellules adhérentes au verre. 

Etude microscopique. — a) Liquide surnageant: Le liquide 
surnageant est examiné en contraste de phase. On voit des cel- 
lules détachées contenant de nombreuses inclusions cytoplas- 
miques et de nombreuses granulations. Ces cellules, colorées 
par la méthode de Mann, montrent de nombreuses inclusions 
acidophiles, soit sous forme de petits grains parsemés dans le 
cytoplasme, soit sous forme de masses rondes ou ovalaires, qui 
représentent les corps de Guarnieri. 

b) Cellules adhérentes : On peut suivre également |’évolution 
des lésions histologiquement. 

Au bout de vingt-quatre heures, on voit une hyperplasie cellu- 
laire (cellules géantes avec de nombreux noyaux). Ces cellules 
prennent plus fortement les colorants. Dans certaines d’entre 
elles, des vacuoles commencent 4 apparaitre. 
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Au bout de quarante-huit heures, de nombreuses cellules, sur- 
tout les cellules hyperplasiques, ont disparu. Dans les cellules 
restantes, on voit deux sortes de lésions. Les unes contiennent de 
petites granulations parsemées dans le cytoplasme. Les autres 
contiennent des masses foncées entourées d’un halo clair. 


2° MULTIPLICATION DU virus. — Evolution du titre virulent dans 
les jours suivant la mise en culture (fig. 1) : Aprés une trés forte 
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Fic. 1. — En diagramme est portée Vintensité relative des lésions cellulaires. 
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Bie. 


diminution du titre virulent dans les premicres vingt-quatre 
heures de la mise en culture, le titre remonte progressivement, 
atteint le titre initial aprés quarante-huit heures. Le troisiéme ou 
quatriéme jour, le titre atteint son maximum et reste pralique- 
ment constant, jusqu’a la destruction complete de la culture. 

Le titre du virus-vaccin reste toujours légérement inférieur 
a celui de la souche isolée de cas humain. 
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Evolution du titre virulent au cours des passages successi{s : 
Jusqu’A ce jour, nous avons maintenu nos virus vaccinaux en 
cullture pendant 15 passages s’étendant sur quarante-deux jours. 

Le produit d’origine a subi, au cours de ces passages, une 
dilution théorique de 10-7’. 

Nous reproduisons dans la figure 2 et le tableau |’évolution du 


Nombre | Dilution Titrage Titrage 

de de théorique effectué en C.T. effectué sur lapin 

passages jours |du produit | ———@——-AA——_—. | J-_ —___________. 
en en virulent | C.T.DL50 dans 0,25ml]| Unité infectante dans 
Cz: de surnageant. 0,25ml de surnageant. 


er 


C.T. d'origine 


10-979 


6 jo-© 10-7 


2 jg NOM 


/8 10-9 10-2775 


30 LO p24, 


42 10-30 


titre virulent de nos virus vaccinaux calculé sur lapin et en 
cultures de tissus. Nous voyons une légére diminution du titre 
sur lapin; par contre le titre en cultures de tissus est passé de 
08k ate, 


CONCLUSIONS. 


1° ‘Le virus de la vaccine est cultivable sur des cellules carcino- 
mateuses. Il provoque la destruction des cellules et produit des 
inclusions cytoplasmiques. 

2° L’emploi de ces cellules, de culture aisée, facilite l'étude des 
lésions cellulaires et |’étude de la multiplication du virus. 

3° L’inoculation en cultures de tissus pourrait constituer une 
méthode rapide pour le diagnostic des lésions vaccinales. 


SUMMARY 


STUDY OF VACCINIA VIRUS IN CARCINOMA CELL GULTURE 
(HeLa ann KB srrarns). 


Study of the comportment of vaccinia virus in tissue culture. 
The HeLa and KB carcinoma strains, and the rolling tubes 
method with Lépine’s and coworker’s medium have been used. 

Two strains have been studied: a strain isolated during an 
epidemic of systemic vaccinia, and a strain obtained from small- 
pox vaccine. 

These strains induce a rapid degeneration of the cells, which 
become round, clump together, vacuolize and detach themselves 
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from the walls of the tubes. 

bodies and spherical or oy 
The multiplication of 

trated by two curves. 


Acidophilic cytoplasmic inclusion 
al-shaped formations appear (see fig.) 
accinia virus in tissue culture is illus- 
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ETUDE DU DEVELOPPEMENT DU VIRUS 
DE LA MYXOMATOSE EN CULTURES DE TISSUS 


par R. MARAL (*). 


(Laboratoires de Recherches 
de la Société des Usines Chimiques Rhéne-Poulenc 
[Centre Nicolas-Grillet], Vitry-sur-Seine) 


Dés 1931, des travaux sont consacrés a la culture du virus de 
la myxomatose sur des milieux vivants. C’est ainsi que B. Ben- 
jamin et T. M. Rivers [2], puis H. Plotz {9] cultivent le virus en 
ensemencant les cellules mononucléées de l’exsudat pleural du 
lapin. En 1931, E. Haagen [6] utilise des fragments de tissus en 
survie. Il étudie la croissance du virus sur divers tissus : la crois- 
sance est satisfaisante avec les tissus testiculaires, pulmonaires, 
spléniques, moins satisfaisante avec le tissu hépatique de lapin. 
Au contraire, la croissance est peu favorable avec les tissus 
d’embryon de poulet. E. Haagen et Du-Dscheng-Hsing décrivent 
la présence d’inclusions cytoplasmiques dans les cellules infec- 
tées [7]. Tout récemment, D. M. Chaproniére [8] étudie la crois- 
sance du virus sur cultures épithéhiales de rein et sur fibroblastes 
de cceur de lapin. 

Au cours de notre travail, nous avons étudié le développement 
du virus de la myxomatose sur des cultures de fibroblastes 
@’embryon de poulet, des cellules de rein de lapin et des cellules 
péritonéales de lapin. Nous avons étudié également les altérations 
cellulaires et les modifications antigéniques du milieu de culture. 
Un certain nombre de constatations nouvelles faites au cours de 
cette recherche nous paraissent mériter d’étre rapportées. 


MATERIEL ET METHODES. 


A. ORIGINE DES CELLULEs. — Nous avons employé des cellules ayant 
Vune des trois origines suivantes : 


1° Fibroblastes provenant de tissus d’embryon de poulet de 10 a 
12 jours. 


2° Cellules provenant de reins de jeunes lapins (zone corticale des 
reins), 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1957. 
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Les cultures provenant de ces deux sources cellulaires sont obtenues : 
soit & partir de petits fragments de 1 mm environ de cété que l'on 
fixe sur les parois de verre avec du plasma de coq ; soit en utilisant 
la trypsination des tissus (trypsine Difco 1/250) dans un appareillage 
clos automatique trés simple [4, 42, 8]. 

3° Cellules contenues dans l’exsudat péritonéal de lapin, obtenu 
suivant la méthode de A. Zuckerman [413] modifiée par G. Barski et 
coll. [4]. Ces cellules sont produites soit par des lapins neufs, soil 
par des lapins immunisés. 


B. Minieux pp cuLtruRE. — 1° Solution saline de Hanks (H). 

2° Sérum de cheval chauffé (S. CH.) ou sérum de lapin chauffé (S. L.). 

3° Extraits embryonnaires de poulet (KH. E£.). 

4° Liquide amniotique bovin (L. A.). 

La constitution des divers milieux est indiquée pour chaque essai 
par les abréviations indiquées ci-dessus entre parentheses. 


C. TECHNIQUES DES CULTURES. — 1° Tubes roulants (T.R.) [18 x 
180 mm] contenant chacun 1 ml de milieu nutritif, placés sur un 
tambour (12 tours/heure). 

2° Tubes stationnaires (T.S.) [18 x 180 mm] contenant également 
1 mJ] de milieu nutriltif, placés sur portoir en position légérement 
inclinée. 

3° Tubes aplatis (T. A.) [25 x 200 mm]. Ces tubes présentent une 
surface plane au tiers inférieur de leur longueur. Sur cette partie 
plane est déposée une lame de verre d’environ 18 x 60 mm. Les tubes 
contiennent 2 ml de milieu nutritif. Hs sont stationnaires, en position 
légérement inclinée sur un portoir. 

4° Cultures sur lames (C. L.). La goutte de suspension cellulaire en 
milieu nutritif est déposée entre lame (25 x 75 mm) et lamelle 
(18 x 18 mm). Lutage 4 la paraffine. 

Température des cultures, 37°C. Les milieux nutritifs sont rem- 
placés tous les trois jours. 

Infection des cellules 4 des temps variables suivant les essais. Le 
virus a été isolé par nous. Une souche passée sur ceuf est désignée par 
la lettre O ; sur lapin par la lettre L ; la lettre est affectée d’un expo- 
sant suivant le nombre de passages. Les souches de virus sont conservées 
’ — 70° C (glace carbonique). 


D. EXAMENS pes cuLTURES. — Les tubes roulants (T. R.) et station- 
naires (T. S.) sont examinés A un faible grossissement (G. x 100). Les 
lames contenues dans les tubes aplatis (T. A.) sont retirées, lavées au 
sérum physiologique, fixées et colorées (hématéine, éosine, May-Griin- 
wald-Giemsa). Les cultures sur lames (C. L.) peuvent étre examinées 
en contraste de phase (le microscope étant contenu dans une boite en 
matiére plastique, température régulariséc 4 37°). 


E. Tirrace pu virus. — Quoique le flane de lapin soit habituelle- 
ment plus sensible que 1’ceuf, le virus est titré sur membrane chorio- 
allantoidienne d’ceufs incubés pendant douze jours (ceufs de poules 
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Leghorn, méme élevage). Dilutions du virus en tampon phosphate M/15 
au 1/20 en eau salée physiologique (pH, 7,1-7,2). Ensemencement de 
chaque membrane avec 0,10 ml de chaque dilution (0° a 4°), 6 ceufs 
par dilution, examen des membranes au bout de trois jours d’incubation 
y 37°. Calcul de la dose 50 p. 100 infectante (DI,,) suivant la méthode 
de L. J. Reed et H. Muench [40]. , 

Dans les divers essais il faut considérer les lots suivants, examines 
a des temps divers (les liquides sont conservés pendant quelques jours 
) — 20°, en attendant les titrages : nous savons que le titre du virus 
est stable dans ces conditions) : 

a) Milieu nutritif + virus: sert de « témoin-virus » ; 

b) Milieu nutritif + cellules : sert de « témoin-cellules » ; 

c) Milieu nutritif + cellules + virus : permet d’apprécier le dévelop- 
pement du virus et l’action du virus sur les cellules. 


F,. TITRAGE DU POUVOIR ANTIGENIQUE DU VIRUS PAR FIXATION DU COMPLE- 
MENT, — Parallélement au titrage du virus sur membrane chorio-allan- 
toidienne, nous apprécions Je titre antigénique des milieux de culture 
prélevés 4 divers temps vis-a-vis d’un sérum immun de référence. II 
s’agit des milieux de culture bruts ; aprés d’autres auteurs [44], nous 
avons constaté qu’il existe pour la myxomatose deux sortes d’antigénes : 
« Vantigéne-particule » et « l’antigéne soluble », ce dernier facilement 
obtenu apres uitracentrifugation. Dilutions de J’antigéne (0,25 ml) de 
1/2 en 1/2; Vanticorps est fourni par un sérum de lapin immun de 
référence (1/160), décomplémenté (0,25 ml) ; 2 unités (100 p. 100) de 
complément (0,50 ml) ; les réactifs sont laissés pendant dix-huit heures 
i 4°. Aprés quoi 1 p. 100 de globules rouges de mouton sensibilisés 
avec 1 unité d’hémolysine (0,50 ml) est ajouté et le systéme est incubé 
i 37° pendant une heure. Des tubes témoins sont ajoutés 4 la série : 
témoins « antigéne », témoins « sérum », témoins « globules rouges » 
et témoins « complément ». 


RESULTATS DES DIVERS ESSAIS. 


‘Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux suivants. 


A. CULTURES DE FIBROBLASTES D’EMBRYON DE POULET (tableau J). 


Au cours de 7 essais qui different entre eux par les techniques 
utilisées, la composition des milieux de culture, les souches de 
virus, la quantité de virus ensemencée, nous avons constaté que 
le développement du virus a été nul ou médiocre. Dans un seul 
(essai n° 6) la croissance du virus a été satisfaisante. Dans aucun 
cas, nous n’avons observé une dégénérescence cellulaire (grossis- 
sement x 100). 


B. CuLTuRES DE CELLULES DE REIN DE LAPIN (tableau II). 


Nous avons fait deux essais. Nous constatons qu’il n’existe 
aucun signe de dégénérescence cellulaire (grossissement x 100). 
De plus, le développement du virus a été médiocre (essai n° 1). 
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Tasreav I. — Culture de fibroblastes d’embryon de poulet. 


Ensemencement Titre de la Dégénérescence Sérologie, 
de la culture, culture en fin Titre 
Nombre de Deg @’essai, cellulaire antigénique 


Nombre de DI 


N° de 1’ essai 


ODI. 0 


(test flanc de 
lapin = + 


Milieu de Ensemencement 
culture de la culture 


(%) Nombre de DI59 


C. CULTURES DE CELLULES PERITONEALES DE LAPIN (tableau III). 


Ensemencement de la culture avec 30 DI,, (tubes stationnaires 
1S.) 

On constate un développement satisfaisant du virus (maximum 
a cinquante heures, 10000 DI,,). Le titre antigénique augmente 
avec le temps. On remarque qu’il reste stable a quatre-vingt- 
seize heures, alors que le pouvoir infectieux a disparu. 

L’examen cytologique des lames des tubes aplatis (T. A.) montre 
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qu'il n’existe pas de dégénér 
virus. Mais les cellules infectées montrent deux or 


rations : 


1° La présence d’inclusions cytoplasmiques, en 


escence cellulaire sous l’action du 
dres d’alté- 


amas volumi- 


neux, bien colorées par le May-Grinwald-Giemsa (pl. figs iy 


Tapieau Ill. — Gulture de cellules péritonéales de lapin normal. 


V3 2 ee oe 


it: tigéenique Examens eytolou*ques + 
Temps a’ infeo- Nombre de DI 0 Titre antig qu 5 2 
; témoins virus |cellules + virus} temoins org esr +virus|témoins cellules| cellules + virus 
tion (heures) 
vs ry) <10 
SS | 
| i] 
28 fo) {0} 1/80 
hie | 
inclusions 
50 | ) 10* | 
) cytoplasmiques 
| 
| 
7, 0 10° 1/320 cellules “cellules 
normales | géantes" 
96 (e) (0) 1/320 cellules "cellules 
| norma les géantes" 
cellules cellules 
| en voie de dé- en voie de dégé- 
menerescence, nérescence, 


Technique de culture: 1. S. Milicu de culture p. 100: H., 55 p. 100; L. A., 30 p. 100; 
virus: O,,,. Ensemencement 


Spi LOS pe 100 seReke, ope 100; 


de la culture (nombre de DI,,) : 30 DI,,. 


2° La formation de plasmodes multinucléés («  cellules 
géantes »). Voir a ce sujet la pl. fig. 2, qui montre l’aspect des 
cellules témoins, non infectées au cinquiéme jour. La pl. fig. 3 
illustre l’aspect de cellules infectées également au cinqui¢me jour : 
certaines cellules ont un noyau « en marguerite ». Nous pensons 
que ces images résultent de divisions nucléaires simultanées, sans 
clivage protoplasmique, pour aboutir 4 une véritable « cellule 
géante » (pl. fig. 4). 


D. CULTURES DE CELLULES PERITONEALES DE LAPIN NEUF ET DE 
LAPIN IMMUN (tableau IV). 


Ensemencement de la culture avec 5 DI,, (tubes stationnaires 
[T. S.}). Les cellules péritonéales, avant l’ensemencement des 
cellules en milieu nutritif (H, 90 p. 100, Hanks non « condi- 
tionné » [4]; E. E., 10 p. 100), ont été lavées trois fois en milieu 
de Hanks, en vue de les débarrasser complétement du liquide 
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Tazteau IV. — (Cultures de cellules péritonéales de lapin normal 
et de lapin immun. 


immum lapin normal lapin immum 


Temoins | oejjules+virus | Cellules 
+ virus 


inclusions 
cytoplasmiques 


"cellules 
géantes" 


"cellules mone 
eeanten™ cellules 
géantes" 

“cellules géantes” rares 
en voile de "cellules 
dégénére scence géantes” 


"cellules géantes” 
en voie de 
dégénérescence 


"cellules géantes" 


dégénérées 


AVA 


Technique de culture : T. S. Milieu de culture p. 100: H, 90 p. 100; E. E., 10 p. 100; 
Souche de virus; O,,,;. Ensemencement de la culture (nombre de DI,.) : 5 DI,, 
Titre antigénique. Nombre de DI,,. 


péritonéal du lapin producteur. De plus, le milieu de culture ne 
contient pas de sérum de lapin. 

Le lapin normal ne présente aucun anlicorps dans son sérum 
(fixation du complément, test de neutralisation sur membrane 
chorio-allantoidienne). Le lapin « immun » est convalescent d’une 
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infection atténuée (présence d’anticorps dans son sérum mise en 
évidence grace aux tests ci-dessus). a. 
Les résultats des mesures du pouvoir infectieux et du ttre 
antigénique sont rassemblés dans le tableau IV et les courbes de 
la figure 1. On notera que : ; 
1° La croissance du virus est pauvre en présence de cellules 


80 
4,6 
4,5 Ww 
=) 
Co 
4 Fa 
4 
oO 
oot 
3,5 a 
ce 33 < 
o 3 
o LAPIN NORMAL ni 
= 8 : ; AR: ac 
—.e—_ inverse du titre antigénique = 
° = 
oe —— nombre de Dig, (!0g.) i 
@ 2,55 
2,5 Sie: 
WW 
(=) LAPIN IMMUN hn 
m2 rN ; F We c 2 
a —x— inverse du titre antigénique oO 
a WW 
Ss —s——_ nombre de Diego (log.) SS 
° = 
= 20 
! 
x =10 
ie) 
| 1824 40 96 14 192 260 
TEMPS D'INFECTION (en heures) 
Fic. 1. — Cultures de cellules péritonéales de lapin neuf et de lapin immun. 


Mesures du pouvoir infectieux et du titre antigénique. 


provenant d’un lapii immun. Comme il fallait s’y atltendre, le 
titre antigénique est faible dans ce cas. 

2° La croissance du virus est satisfaisante avec les cellules d’un 
lapin neuf. Le titre antigénique s’éléve (courbes fig. 1). 

Nous avons essayé, sans succés, de mettre en évidence la pré- 
sence d’anticorps avec les cellules péritonéales d’un lapin immun, 
soit dans le liquide nutritif aprés quatre jours de culture, soit 
aprés broyage des cellules (broyeurs de teflon). 

Cet échec est peut-étre dQ au fait que la technique utilisée 
(fixation du complément) manque de sensibilité. De plus, se pose 
ici la question de « ?immunité cellulaire ». Au cours de ces essais, 
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nous avons observé le développement de « cellules géantes » 
beaucoup plus rarement avec les cellules du lapin immun qu’avec 
celles du lapin normal. 


Discussion. 


Cette étude du développement du virus de la myxomatose en 
cultures de tissus met en relief un certain nombre de points 
intéressants : 


1° Les cellules les plus favorables au développement du virus 
sont celles qui se trouvent dans l’exsudat péritonéal du lapin. II 
s’agit de cellules mononucléées que nous rangeons dans la famille 
des histiocytes. 

Les cellules rénales de lapin nous ont paru moins satisfaisantes. 
Au contraire, D. M. Chaproniére [8], en utilisant une souche de 
virus adaptée au cerveau de souriceau et en titrant les cultures 
sur flane de lapin, obtient des titres infectieux satisfaisants a partir 
de cultures de cellules épithéliales de rein et de fibroblastes de 
coeur de lapin. 

Le développement du virus sur cellules d’embryon de poulet est 
beaucoup moins favorable : en cela, nous confirmons les consta- 
tations de E. Haagen (6, 7]. 

2° La présence du virus n’entraine pas de dégénérescence cel- 
lulaire. L’infection cellulaire se traduit par l’apparition de volu- 
mineuses inclusions cytoplasmiques non homogénes (on devine 
i Pimmersion une structure granulaire). Il y a lieu de noter que 
le développement d’inclusions cytoplasmiques n’est pas réservé 
aux cellules « épithéhales ». 

On assiste dans certains cas a la transformation des cellules 
histiocytaires en plasmodes multinucléés. Ces « cellules géantes » 
devront étre ultérieurement l’objet d’une étude cytologique et cyto- 
chimique plus poussée. De plus, nous n’avons pas constaté la 
présence de « cellules géantes » dans le liquide péritonéal de lapin 
en cours d’infection myxomateuse. 


3° Le titre infectieux du liquide de culture passe par un 
maximum tandis que son titre antigénique s’éléve, puis reste 
constant, dans les limites de notre expérimentation. 

4° Avec les cellules péritonéales d’un lapin immun le dévelop- 
pement du virus est faible. Il s’agit 14 d’un bel exemple d’immu- 
nité cellulaire. 

Ces résultats sont A rapprocher des constatations récentes de 
J. Fong et coll. [5], qui ont utilisé des cellules d’exsudat périto- 
néal de lapin infectées par Mycobacterium tuberculosis (souche 
Hi Ry): 
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CONCLUSIONS. 


Les résultats de l’étude du développement du virus de la myxo- 
matose en cultures de tissus sont exposés. Les cellules les plus 
favorables sont fournies par l’exsudat péritonéal de lapin. ‘Les 
modifications morphologiques de ces cellules sont décrites (inclu- 
sions, « cellules géantes »). Le développement du virus est faible 
avec des cellules provenant de lapin immun. 


SUMMARY 
THE PROPAGATION OF MYXOMA VIRUS IN TISSUE CULTURES. 


The mononuclear cells of rabbit peritoneal exudate allow abun- 
dant growth of myxoma virus. The growth on rabbit kidney 
cells is not so satisfactory. The growth of the virus on chicken 
embryo is poor. 

In the cell cytoplasma some granular inclusions are formed. 
There is no other sign of cytopathogenicity, except for the deve- 
lopment of « giant cells ». 

Complement fixation tests are performed with the tissue 
culture fluid: C.F. T. and infectivity titer are not parallel. 

The growth of the virus is poor when peritoneal cells from 
immune rabbits are used. 
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Fic. 4. — Cellules péritonéales de lapin neuf, infectées avec la souche Orr 
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G = 1100.) 
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UNE MODIFICATION DES METHODES 
DE DOSAGE BIOLOGIQUE DE LISONIAZIDE 
DANS LE SERUM SANGUIN. RESULTATS DANS 53 CAS. 


par J. GROSSET, F. GRUMBACH et G. CANETTI (*) 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose) 


Le dosage biologique de Visoniazide dans le sérum sanguin 
a pris de importance depuis que Hugues et ses collaborateurs [4] 
ont montré qu’une part considérable de l’isoniazide introduit dans 
lorganisme est trés rapidement transformée par acétylation en 
un dérivé biologiquement inactif. Le dosage chimique (méthode 
de Kelly et Poét) ne renseigne que sur l’isoniazide total, sans dis- 
tinguer entre isoniazide libre, actif, et isoniazide acétylé, inactif. 
La connaissance du taux d’isoniazide libre, tel que le donnent les 
dosages biologiques, est d’autant plus importante qu’il existe, 
d'une espéce a l’autre, et d’un individu a l’autre, des différences 
considérables quant a la proportion d’isoniazide rendue inactive 
par acétylation. 

On emploie actuellement une méthode macroscopique et une 
méthode microscopique de dosage biologique de l’isoniazide. ‘La 
premiére [5] consiste a déterminer la dose minima de sérum qui 
empéche l’apparition d’une culture macroscopique de _ bacilles 
tuberculeux en milieu de Youmans; la teneur du sérum en iso- 
niazide est déduite par confrontation avec un systéme témoin. 
La seconde méthode, apportée par Mandel, Cohn, Russel et 
Middlebrook [8], utilise le phénoméne de la perte de l’acido- 
alcoolo-résistance du bacille tuberculeux sous l’action de T’iso- 
niazide, décrit en 1952 par Rist et Grumbach [6] et par Middle- 
brook [4]. On détermine, comparativement A un systéme-témoin, 
la plus faible dose de sérum 4 tester qui, mise en présence d’une 
culture de bacilles tuberculeux, y produit la perte de l’acido- 
alcoolo-résistance. 

Au cours de tentatives de dosage de trés faibles concentrations 
en tsoniazide, il nous est apparu qu’un critére différent pouvait 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1957. 
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étre utilisé : la présence ou l’absence de cordes de bacilles tuber- 
culeuz. Examinée au microscope, une culture bien développée de 
bacilles virulents en milieu de Youmans montre de nombreuses 
cordes : celles-ci sont faites de longues chaines de bacilles dis- 
posés parallélement au grand axe de la corde [4 bis}. Ces forma- 
tions sont faciles & voir au faible grossissement. La méthode 
proposée consiste 4 déterminer, comparativement a un systéme 
témoin, la plus faible dose de sérum qui, additionnée a du milieu 
de Youmans que l’on ensemence avec une souche de bacilles 
virulents, y empéche l’apparition de cordes. Les avantages de 
cette méthode seront précisés plus loin. 


I. — TeEcunique. 


On dilue dans 9 cm* de milieu de Youmans 1 cm? de sérum 
sanguin a tester. On place dans 7 tubes (de 12 mm de diamétre) 
respeclivement 0,1 cm’, 0,2 cm*, 0,3 cm°, 0,4 em’, 0,6 cm‘, 
0,8 cm* et 1 cm* de cette dilution-mére ; on ajoute la quantité 
de milieu de Youmans au sérum de beeuf nécessaire pour obtenir 
dans chaque tube un volume total de 1 cm*. On dispose dans 
deux autres tubes 0,2 cm’ et 0,3 cm*® du sérum non dilué et l'on 
compléte respectivement par 0,8 cm* et 0,7 cm® de milieu de 
Youmans au sérum de boeuf. Les 9 tubes ainsi préparés ont une 
concentration en sérum de 1/100, 2/100, 3/100, 4/100, 6/100, 
8/100, 1/10, 2/10 et 3/10. On dispose dans deux tubes témoin 
1 cm* de milieu de Youmans. Afin d’éviter toute surinfection on 
ajoute a tous les tubes, sauf 4 Pun des tubes témoin, 0,05 cm* 
d’une solution de pénicilline contenant 200 U./cm’, ce qui réalise 
dans chaque tube une concentration approximative de 10 U./cm* 
de pénicilline. 

On prépare un systéme témoin de 6 tubes de 1 cm* de milieu 
de Youmans, ayant par centimétre cube des concentrations 
respectives d’isoniazide de 0,02 ug, 0,03 pg, 0,04 ug, 0,06 ug, 
0,08 pe et 0,1 ug. On ajoute la méme dose de pénicilline que 
précédemment. 

Tous les tubes sont ensemencés avec 0,05 cm* d’une culture en 
pleine croissance, Agée de 6 a 7 jours, de bacilles humains viru- 
lents en milieu liquide de Dubos (souche Altare, streptomycino- 
résistante (1) a 1 000 pg/em*, isoniazido-sensible). 

Aprés cing jours d’étuve a 37°, on dispose sur une seule lame 
I goutte de chacun des 6 tubes du systéme t¢émoin. On colore au 
Ziehl-Neelsen et on examine au faible grossissement. Toutes les 


(1) L’emploi d’une souche streptomycino-résistante permet de doser 
l’isoniazide dans le sérum de sujets recevant simultanément de la 
streptomycine. 
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gouttes provenant de tubes dans lesquels la concentration d’iso- 
niazide élait inférieure a la concentration minima _ inhibitrice 
montrent des cordes en abondance. Dans la goutte contenant la 
concentration minima inhibitrice d’isoniazide et dans les gouttes 
4 concentration plus forte, on note, soit une absence totale, soil 
une raréfaction extréme des cordes. En général, c’est dans la 
goutte contenant 0,05 pg/em* d’isoniazide que le phénomeéne est 
constaté. On choisit arbitrairement pour concentration minima 
inhibitrice la moyenne arithmétique entre la concentration d’iso- 
niazide permettant encore la formation de cordes et la premiére 
concentration ne le permettant plus, soit, avec léchelle ct 
exemple choisis, 0,045 pwg/em?. 

On dispose de la méme fagon, sur une seule lame, I goutte 
de chacun des 11 tubes des systémes d’épreuve. On colore au 
Ziehl-Neelsen ef on examine au faible grossissement. On observe 
le méme phénoméne que précédemment. Toutes Jes gouttes ne 
contenant point la concentration minima inhibitrice d’isoniazide 
montrent de nombreuses cordes ; dés que cette concentration esl 
franchie, il y a absence ou raréfaction extréme des cordes (fig. | 
et 2). Par référence au systeme témoin, on calcule la teneur du 
sérum en isoniazide. 


Si, par exemple, absence de cordes est notée pour la premiére 
fois dans la goutte du tube contenant 0,1 cm* du sérum et que 
Ja concentration minima inhibitrice d’isoniazide trouvée dans le 
systéme (émoin ait été de 0,045 uwg/em’, on calcule : 

0,1 cm* de sérum contient 0,045 wg d’isoniazide ; 


1 cm? de sérum contient x 0,045 = 0,45 peg d’isoniazide. 
2 
En fait, puisque la concentration minima inhibitrice d’isoniazide 
peut déja avoir existé dans une dose de sérum légérement infé- 
rieure 4 la derniére dose ayant encore permis la formation de 
cordes (dans l’exemple choisi, 0,08 cm*), la concentration C du 
sérum en isoniazide est : 


0,45 pg/em§ < C — 0,56 pg/cms 
IT. — Remargues. 


La méthode proposée a plusieurs avantages. Elle permet de 
doser l’isoniazide dans une trés faible quantité de produit. Elle 
permet ce dosage dans un produit qui trouble la limpidité du 
milieu de Youmans et qui, de ce fait, ne permeltrait pas un 
dosage par la méthode macroscopique. Elle n’exige que |’emploi 


du faible grossissement ct la lecture de ses résultats est, de ce 
fait, rapide. 
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Fie. }. — Goutte provenant d’une cullure de bacilles tuberculeux virulents en 

milieu de Youmans contenant 6 p. 100 d’un sérum sanguin dont la teneur en 

isoniazide est a doser. Sixitme jour. Coloration de Ziehl-Neelsen. Nombreuses 
cordes de bacilles, visibles aun faible grossissement (x 89). 


Fic. 2. — Méme cas. Goutte provenant du tube de milieu de Youmans 
contenant 8 p. 100 du sérum. On note I’absence quasi-totale de cordes (x89), 
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Surtout, elle est d’une grande sensibilité. La disparition des 
cordes se constate avee la “plus grande nettelé d’une dilution de 
sérum a la suivante (fig. 1 et 2) : les cas ot l’on hésite sur la 
dilution critique sont rares. Il n’en va pas de méme pour la 
méthode utilisant la perte de JValcoolo-acido-résistance les 
bacilles ; ce phénoméne s’étage et s’accentue sur plusieurs dilu- 
tions de sérum et lon hésite a reconnaitre la concentration 
minima inhibitrice d’isoniazide. En fait, le phénoméne en ques- 
tion (qui, dans les conditions de lecture tardive réalisées ici, 
concerne d’ailleurs surtout des résidus corpusculaires de hacilles 
désintégrés) n’est quasi total que pour la dilution de sérum ou 
s’est réalisée la disparition des cordes, c’est-a-dire ot les élé- 
ments bacillaires permettant de constater l’absence de lalcoolo- 
acido-résistance sont devenus rares. Néanmoins, ce phénomene 
peut étre utile dans les cas exceptionnels ot |’on hésite a recon- 
naitre la dilution-limite de sérum empéchant la formation de 
cordes : il permet de s’orienter et, dans les cas habituels, 1 
confirme le choix de la dilution critique. 

Il y a heu de faire ]a remarque suivante. L’échelle des dilutions 
de sérum indiquée ci-dessus a été choisie en vue de déceler de 
tres faibles quantités d’isoniazide. Si lon veut en déceler de 
fortes et serrer le résultat d’un peu pres, il y a lieu d’intercaler 
dans le systéme d’épreuves des dilutions supplémentaires de 
sérum. Supposons, par exemple, que l’absence de cordes soit 
nolée pour la premiére fois dans la goutte du tube contenant 
0,02 cm* de sérum; si la concentration minima _ inhibitrice 
d’isoniazide trouvée dans le systeme témoin est de_ 0,045 ug, la 
concentration C du sérum en isoniazide, avec |’échelle choisie, 
<’établit comme suit : 


2,20 pgfem3 < C =< 4,5 g/cm 


Pour serrer C de plus prés, il y aurait lieu d’intercaler entre 
les dilutions de sérum 0,01 cm* et 0,02 cm* une dilution de 
0,015 cm*, ce qui, selon Je résultat observé, donnerait l’une des 
deux formules suivantes : 


2,2 pg/em3? < a 3 pg/em3 
3 pg/ems < Ss < 4,5 ng/cm3 


Ainsi, pour les fortes concentrations en isonlazide, l’échelle 
de dilutions de sérum indiquée ici ne donne qu’un ordre de gran- 
deur. 'L’échelle suivante est plus serrée, mais son emploi allonge 
quelque peu les See ° 


0,5 UVES Pe 2B} 4 Ons i 2 3 


100 100 100 100 100 100 i00 LOO 1005 0 10 10 
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En définitive, on choisira l’échelle des dilutions de sérum selon 
la nature des cas étudiés et selon le but de l'étude. 


Ill. — Resurrats. 


A l'aide de la méthode qui vient d’étre décrite, la concentration 
du sérum sanguin en isoniazide libre, trois heures aprés l’inges- 
tion de 0,10 g disoniazide, a été étudiée chez 53 sujets atteints 
de tuberculose pulmonaire (dans quelques rares cas, la dose 
ingérée a élé de 0,15 g). Aucun de ces malades n’élait soumis 
simultanément a Vingestion de PAS. Les résultats obtenus sont 
consignés dans le tableau I. 


Tasteau I. — Concentration en isoniazide libre du sérum sanguin, 
trois heures aprés ingestion de 0,1 g d’isionazide. Sujets atteints 
de tubereulose pulmonaire. 


: ‘® ¢ _ €: 
Concentration Cas we Concentration Cas N* Concentration; 


I 18 ersae Ope aye 
2 19 I-2 igs) ca FIND 5 
3 20 Ewa, ©) 2,3 = 4,5 
4 21 <o,4 (9) 02-04 } 
3 22 Go. (3) aes a} | 
6 23 Cha ts) Ot Oe 
7 24 T 20l 2-015 | 
8: 25 [,5-= 2,2 [5 =2,2 
9 26 > 4,5 > 4,5 
10 27 Poste eine! G10),05 
| It 28. OP yp 4 2,8 2,2 - 4,5 
| 12 29 7 0,2 - 0,4 2,2 - 4,5 
| 13 30 : Onze ott Dio Os 
| 14 31 0,7 - I,I 2.2 - 445 
| ts Seb 0,0 3,0 10,5 - 0,7 
16 33 P45 2,2 - 4,5 
17 34 «=O RSE = 1,5 1,5 + 2,2 
GBS ean Ges 
1,5 - 2,2 


(1) La dose d’isoniazide ingéréc a été de 9,15 g. (2) En jg d’isoniazide par centimetre 
cube. La concentration se situe entre les deux chiffres indiqués. (3) Cas ot I’échelle 
des dilutions de sérum employées n’est pas allée au dela de 0,1 cm$ de sérum. 
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Les taux d’isoniazide observés peuvent ¢étre classés en quatre 
groupes : 


Taux inférieurs 4 0,4 pg/em? = 15 cas (28 p. 100). ; 
Taux compris entre 0,4 wg/em® et 1 pg/em$ = 10 cas (I) jas 100). 
Taux compris entre 1 pg/cm? et 2 pg/em’ = 17 cas (32 p. 100). 


Taux supérieurs & 2 yg/cm® = Ji cas (21 p. 100). 


La variabilité des taux est trés grande, fait déja observé par 
d’autres auteurs [8, 5]. Un travail ultérieur rapportera les taux 
d’isoniazide libre mesurés a l'aide de la méme méthode dans 
d’autres circonstances thérapeutiques et dans des milieux orga- 
niques différents. 

RESUME. 


On peut mesurer le taux d’isoniazide libre du sérum sanguin 
i Vaide de son pouvoir empéchant la formation de cordes de 
bacilles tuberculeux. La méthode proposée consiste a déterminer, 
comparativement & un systéme témoin, la plus faible dose de 
sérum qui, additionnée 4 du milieu de Youmans que l’on ense- 
mence avec des bacilles tuberculeux virulents, y empéche lappa- 
rition de cordes. Cette méthode n’exige qu’une trés faible quantité 
de sérum; la lecture des ses résultats est aisée ; sa sensibilité 
est grande. La technique est décrite en détail. Elle a été appli- 
quée, dans 53 cas, a l'étude du taux de Visoniazide dans le 
sérum sanguin trois heures apres ingestion de 0,10 g de cette 
drogue. Dans 28 p. 100 des cas, le taux a été inférieur Aa 
0,4 pg/em®; dans 19 p. 100 des cas, compris entre 0,4 ug et 
1 pg/cm? ; dans 32 p. 100 des cas, compris entre 1 ug et 2 pg/cm?, 
et dans 21 p. 100 des cas, supérieur A 2 wg/cm*. 


SUMMARY 


A MODIFICATION OF THE BIOLOGICAL DOSAGE TECHNIQUE OF ISONIAZID 
IN BLOOD SERUM. 
RESULTS IN 53 CASES. 


The level of free isoniazid in blood serum may be measured 
by its property of preventing cord formation in tb bacilli. <A 
method is described which allows to measure the smallest dose 
of serum preventing cord formation in Youman’s medium as 
compared with a control system. This method only needs very 
smal] quantities of serum, the results are easy to read and very 
accurate. Detailed description of the technique. The method 
has been tested with the serum of 53 patients who had absorbed 
0,10 g isoniazid three hours previously. In 28 p. cent of the 
cases the serum isoniazid level was under 0,4 yg/ml, in 19 p. cent 
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it was comprised between 0,4 and 1 pg/ml, in 82 p. cent it was 
found between 1 and 2 ug/ml and in 21 p. cent it was above 
2 ug/ml. 
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DETERMINATION DE L’ACTION BACTERICIDE /N V/VO 
DES ANTIBIOTIQUES 
DANS LA STAPHYLOCOCCIE RENALE DE LA SOURIS 


par Y. CHABBERT, F. BOYER, M. SAVIARD, H. BOULINGRE et J. HERVE (°). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de l Hépital 
et Laboratoire de Chimie thérapeutique B) 


La fréquence croissante des staphylocoques polyrésistants a sus- 
cité ces derniéres années de nombreux antibiotiques anti-staphylo- 
cocciques. L’appréciation de leur valeur par des moyens expéri- 
mentaux chez l’animal pose un probleme difficile. En effet, le test 
habituel qui utilise le taux de mortalité obtenu chez la souris 
aprés injection intrapéritonéale massive d’une souche, en général 
assez toxigéne, associée A de la mucine, réalise des conditions 
lrés éloignées des infections naturelles. On a alors pensé a utiliser 
linjection intraveineuse de petites quantités de germes, qui déter- 
minent des abcés reproduisant du point de vue anatomopatholo- 
gique les caractéres essentiels des lésions staphylococciques. 

Martin, Heilman et coll. [4], expérimentant la novobiocine, 
étudient Veffet de cet antibiotique sur la mortalité et sur laspect 
macroscopique de ces abcés. Une information plus quantitative 
peut étre obtenue en mesurant le nombre de germes vivants dans 
les organes des souris infectées. Smith et Dubos [2, 3] ont montré 
qu’avec les souches pathogénes, le nombre des germes diminuait 
de fagon constante dans le foie et dans la rate, restait stationnaire 
dans les poumons, mais augmentait réguliérement dans les reins 
jusqu’a atteindre des taux élevés, pendant que se constituaient 
les abceés. 

Simon et coll. [4] et Me Cune et coll. [5] ont fait une étude 
trés compléte de Vaction de certains antibiotiques : pénicilline, 
streptomycine et novobiocine et de leurs associations, sur le 
nombre de germes contenus dans divers organes et en particulier 
dans les reins de souris infectées par une souche productrice de 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 février 1957. 
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pénicillinase (St. Giorgio) et traitées soit au moment de l’infec- 
lion soit avec un certain retard. Ils ont compté les germes 4 des 
intervalles répétés pendant une durée de quinze a vingt-huit jours, 
et en ont tiré des observations trés intéressantes. 


Indépendamment de ces derniers auteurs nous avons utilisé ces 
numérations de germes dans les reins chez des souris, infectées 
avec des souches personnelles, dans le but d’établir un test 
chimiothérapique relativement rapide (une semaine) qui permet- 
trait de juger de l’effet des récents antibiotiques antistaphylo- 
cocciques, et surtout de comparer ces effets avec les facteurs 
conditionnant lactivilé des antibiotiques : concentrations bacté- 
riostatiques et bactéricides in vitro, concentrations humorales 
sanguines et tissulaires. 


TECHNIQUE. 


Les divers éléments de la technique ont été étudiés dans le but 
d’obtenir un test de routine facile a réaliser, dont le résultat 
chiffré présente une dispersion minimum, de fagon a pouvoir 
distinguer séparément l’action de deux produits différents d’une 
maniére suffisamment significative. 


NUMERATION DES GERMES DANS LES REINS. 


Le point le plus important du test est la numération des staphy- 
locoques contenus dans les reins de chaque souris en particulier, 
de facon 4 oblenir les moyennes des logarithmes de ces nombres, 
permettant leur analyse statistique (1). A cause des variations 
individuelles, on ne doit pas compter ensemble les reins d’un lot 
de souris, pour obtenir la moyenne arithmétique du nombre de 
germes. 

Broyage : Le dispositif de broyage que nous avons utilisé est 
représenté par la figure 1. Il est composé d’un tube de verre de 
12 x 70 mm, obturé a son extrémité inférieure par un bouchon 
de caoutchouc n° 1 surmonté d’une petite quantité de sable et 
rempli de 2 cm* d’eau distillée. Dans ce tube, peut pénétrer une 
baguette de verre recouverte sur 1 cm 4 sa partie inférieure d’un 
manchon de caoutchouc. Le tube bouché au coton et les baguettes 
sont stérilisées séparément. 

On préléve aseptiquement les deux reins de chaque souris, on 
les pése et on les immerge dans le tube de verre. Pour broyer 
on relie l’extrémité supérieure de la baguette & un agitateur 


(1) Nous remercions ici le D’ Schutzenberger qui a bien voulu nous 
guider dans |’étude statistique de nos résultats. 
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rotatif du genre utilisé en chimie. A une vitesse moyenne, on 
obtient en une minule environ un broyat homogéne ow les tissus 
sont détruits, mais ot les germes ue sont pas endommagés. Ce 
procédé permet de faire une centaine de broyats en un temps 
acceptable. 


Numeération: Le broyat est dilué en eau distillée au 1/10, 
1/1005. 1/100 000. On préléve une anse de 7 mm de diamétre 
intérieur (contenant 40 mm*) de chaque dilution que l’on étale 
sur un tube de gélose inclinée trés séche ne contenant pas d’eau 
de condensation. Des essais préliminaires nous ont.montré que la 


Tube de verre 12mm @ int 


Baguette de verre 8mm D 


Eau 2cm> 


Manchon caoutchouc 


Sable 


Bouchon caoutchouc N21 


Fics cls 


dispersion cst la méme quand on étale I goutte de 40 mm? sur 
gélose en boile de Petri ou une anse sur un tube de gélose. 


Nous avons choisi la derniére méthode, plus simple et moins 
encombrante. 


Calculs ; Aprés culture 4 37° pendant vingt-quatre heures, on 
compte les colonies sur les tubes qui en contiennent de 10 a 100. 
On multiphe ce chiffre par les différents facteurs de dilution : 
numéro de la dilution, anse, volume du broyat et l’on raméne le 
nombre de germes au gramme de rein. On prend finaiement le 
logarithme de ce nombre. Ces log. sont classés, d’une part, de 
fagon a déterminer les moyennes entre chaque lot de souris, 
d’autre part, de facon a faire lanalyse de la variance et les diffé- 
rents tests de signification entre les lots par les procédés habituels. 
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Simplification : Chez les souris de 14 A 18 g que nous avons 
ulilisées, le poids des reins est proportionnel au poids des souris 
et s’étage entre 230 et 270 mg. Lorsque l’on traite un lot par un 
antibiotique qui empéche l’apparition de gros abcés macrosco- 
piques, susceptibles de modifier le volume et le poids des reins, 
il ne semble pas qu’il y ait une erreur importante a considérer 
tous les reins comme égaux. Le nombre de colonies observées 
sera directement classé par une notation arbitraire : les tubes sont 
numérotés : 0, 1, 2, etc. suivant le log. de la dilution. On note 
le n° x 2 pour un nombre de colonies entre 10 et 31 et 
(n° x 2) + 1 pour un nombre de colonies entre 31 et 100 
(absence de colonies est notée — 2). Cette notation permet un 
classement immédiat des données pour l’analyse statistique. II est 
facile de passer au log. du nombre de germes par gramme de 
rein en ajoutant une quantité constante qui est le log. des diffé- 
rents facleurs fixes de dilution : anse, volume moyen du broyat 
et poids moyens des reins dans |’expérience pour exprimer les 
résultats. 


CHOIX DES SOURIS. 


Nous avons employé les souris blanches utilisées habituellement 
dans le service de Chimie Thérapeutique, et nous n’avons pas 
observé de différences significatives entre des lots d’origines 
différentes. Par contre, des souris de lignée pure fournies par 
le service de la Tuberculose (D* Rist) se sont montrées beaucoup 
plus sensibles a l’infection. 

Le poids des souris joue un role trés important. Le coefficient 
de corrélation entre le poids des souris et le log. du nombre de 
germes par gramme de rein, pour une infection donnée au bout 
de vingt-quatre heures, devient significatif méme avec un petit 
nombre d’animaux (80): il y a environ dix fois plus de germes 
pour une variation de 3 g. Nous avons utilisé de facon courante 
des souris tirées au hasard dans un lot dont le poids était compris 
entre 14 et 18 g. 

En général, chaque essai a été fait sur 40 4 100 souris, séparées 
en lots d’au moins 10 lorsque |’on étudiait la variation constante 
d’une valeur, comme par exemple |’effet des doses d’un antibio- 
tique, ou en lots de 20 a 30 souris lorsque l’on comparait une 
dose de deux ou plusieurs produits différents. 


CHOIX D'UNE SOUCHE. 


Bien que toutes les souches de staphylocoques pathogénes injec- 
tées par voie veineuse déterminent des abcés rénaux suscep- 
tibles d’entrainer la mort dans un temps variable, l’on obtient 
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des variations importantes suivant les souches, comme le 
montrent les résultats suivants, obtenus vingt-quatre heures aprés 
Vinfection. 


NOMBRE DE GERMES 
ise LOG. STAPH./G@ REIN 


SOUCHE INOCULES 

No 133 75 x 108 ie 
No 305 7,5 x 106 5,55 
Rase 2 a 
209 P as we 


Nous avons utilisé, dans la plupart de nos essais relatés plus 
loin, la souche de staphylocoque n° 133 (Service de Chimie 
Thérapeutique B), et plus rarement la souche n° 305. 

La souche n° 133 est susceptible de donner des lésions et des 
taux élevés de germes lorsqu’elle est injectée a une dilution de 
ordre du 1/100 et du 1/1 000 dune culture de 24 heures. 


Lésions : L’injection de 0,5 cm* d’une dilution au 1/100, repré- 
sentant 3,4 x 10° germes, détermine de petits abcés visibles a 
Voeil nu chez 80 p. 100 des souris au bout de dix-huit a vingt- 
quatre heures. L’étude anatomo-pathologique de ces lésions montre 
des petits abcés, en général sous-corlicaux, dont le bourbillon 
central contient des microcolonies de staphylocoques. Ces abceés 
augmentent considérablement de volume les jours suivants jus- 
qua atteindre la taille d’une lentille. La mort survient a partir 
du sixiéme jour: le temps de survie 50 calculé par la méthode 
de Litchfield est de 8,3 jours. Avec dix fois moins de germes 
on ne détermine que trés peu d’abcés visibles en vingt-quatre 
heures : ils n’apparaissent qu’a partir du troisiéme jour. Environ 
40 p. 100 des souris meurent cependant du sixiéme au quinziéme 
jour. Les survivantes au quinziéme jour montrent des abcés 
importants. 


Nombre de germes: Le nombre de germes obtenu en vingt- 
quatre heures varie aussi de fagon importante suivant le nombre 
de germes injectés. Dans un essai, vingt-quatre heures aprés 
l’injection intraveineuse de 3,4 x 10° germes, le log. du nombre 
de germes par gramme de rein (log. St./g rein) est de 7,85 + 0,35 
(p = 0,05); avec dix fois moins de germes log. St./g rein = 
6 + 0,2. 

Dans la pratique nous avons utilisé 0,5 em® d’une dilu- 
tion au 1/100 d’une culture de 18 heures, donnant environ 
1,2 x 10° germes par injection. Cette dose a donné sur 5 essais 
une moyenne de 6,2 pour le log. St./g rein au bout de vingt- 
quatre heures. Ce nombre augmente les jours suivants, pour 


ACTION BACTERICIDE IN VIVO DES ANTIBIOTIQUES 765 


aboutir a un taux moyen de 8,1 le quatriéme jour. La variation 
dun essai 4 l'autre n’est pas considérable : 


NOMBRE DE 


a@ ESAS GERMES LOG. sT./G REIN LOG. sT./CG REIN 
: INJECTES 24 HEURES 4 yours 
x 108 
1 1 sl! 6,5 8 3 
. 1,2 5,8 8.1 
3 Ge 6,4 8,2 
= l 6,2 75 
5 12 6,1 8,6 


I] ressort de ces résultats, qu’avec la souche ulilisée, 1’injec- 
tion de 10° germes permet d’obtenir en vingt-quatre heures des 
abcés constitués contenant déja un nombre de germes élevé. Ces 
abeés évolueront entre un et quatre jours sans déterminer de 
mortalité avec un nombre de germes croissant. L’effet des anti- 
biotiques pourra étre étudié pendant cette période. 


TRAITEMENT ANTIBIOTIQUE : Au cours d’essais préliminaires, nous 
avons recherché si pendant cette période de trois jours un traite- 
ment avec divers antibiotiques pouvait déterminer des effets suffi- 
samment variés pour pouvoir juger de leurs activités respectives. 

Si Yon compare les résultats obtenus avec deux antibiotiques 
trés différents, comme la spiramycine et la novobiocine, adminis- 
trés 4 la méme dose, on voit que les effets, voisins au bout de 
vingt-quatre heures de traitement, deviennent significativement 
différents aprés deux jours et le sont trés nettement aprés trois 
jours. ‘La dispersion des résultats est légérement plus élevée dans 
les lots de souris traitées que dans le lot « Inoculum » (voir 
ci-dessous) sans que cela soit une régle générale. 

Les mémes essais entrepris avec 7 antibiotiques : pénicilline, 
chloramphénicol, érythromycine, carbomycine, spiramycine, oléan- 
domycine, novobiocine, ont montré que trois jours de traitement, 
a condition de fractionner les doses administrées par jour en deux 
prises matin et soir, donnent des effets différents pouvant se 
classer de la maniére suivante : 

Si on appelle « Inoculum » le log. St./g rein trouvé vingt- 
quatre heures aprés l’infection au moment du début du traitement, 
et « Témoin » le log. St./g rein trouvé au bout de quatre jours 
chez le lot de souris non traitées, un effet bactériostatique montrera 
au bout de trois jours de traitement un nombre de germes situé 
entre ceux de |’ « Inoculum » et du témoin, alors qu’un effet 
bactéricide se traduira par un nombre inférieur 4 celui de 
l « Inoculum ». 

Les antibiotiques ont été administrés per os par gavage 4 la 
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sonde en émulsion dans 0,5 cm* d’eau gélosée 4 1 p. 1000 deux 
fois par jour pour tous les antibiotiques, a exception de la 
pénicilline. Pour celle-ci nous avons employé la benzathine péni- 
cilline G (extencilline) administrée par voie sous-cutanée deux fois 
par jour. 


Erupes coMpLEMENTAIRES : Dosage des antibiotiques : Les taux 
sanguins ont été déterminés en mélangeant le sang prélevé par 
ponction du sinus rétro-orbitaire chez 4 4 6 souris. Les taux 
rénaux ont été déterminés sur les broyats en rapportant le taux 
au centimétre cube de rein. 

La méthode de dosage utilisée est une méthode de diffusion 
horizontale, utilisant une couche mince unique et des disques 
comme source d’antibiotiques, et des germes, tests, milieu, tam- 
pons, voisins de ceux proposés par Grove et Randall [6], technique 
déja publiée par l’un de nous {7]. 

Etude in vitro des souches- utilisées : Les concentrations minima 
inhibilrices ont été étudiées par la méthode des stries en gélose, 
et les effets bactéricides par numération en gélose aprés contact 
en milieu liquide. 


En résumé, les conditions du test chimiothérapique que nous 
avons utilisé pour juger de l’effet des différents antibiotiques sont 
les suivantes : injection intraveineuse de 0,5 cm* d’une dilution 
au 1/100 d’une culture de 18 heures de la souche de staphylo- 
coque n° 133 a des lots de 10 4 30 souris blanches de 14 a 18 g. 
Vingt-quatre heures aprés Jlinfection, traitement pendant trois 
jours a raison de deux administrations par jour, soit par gavage, 
soit par vole sous-cutanée. Le cinquiéme jour, prélévement des 
reins et broyage, calcul dans les broyats des reins de chaque 
souris du log. du nombre de staphylocoques par gramme de 
rein. Deux lots sont sacrifiés sans traitement, l’un le deuxiéme 
jour, considéré comme « Inoculum », l’autre Je cinquiéme jour 
comme témoin. Analyse statistique des résultats. 


R&suLTAts. 


La numération des germes dans les broyats de reins de souris, 
présentant des abcés a staphylocoques aprés infection intravei- 
neuse, permet une évaluation chiffrée de l’effet bactériostatique 
ou bactéricide in vivo des antibiotiques. L’étude de ces effets doit 
permettre de résoudre deux sortes de problémes. Le premier pro- 
bléme, la comparaison d’activité entre divers antibiotiques, est le 
but principal de tout test de chimiothérapie. Cette comparaison 
peut prendre pour base un seul facteur, qui sera la concentration 
minima déterminant un certain effet ; c’est ce qui se fait dans la 
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plupart des tests chimiothérapiques basés sur le temps de survie. 
Mais on peut aussi essayer de tenir compte d’autres facteurs, 
tels que les concentrations humorales sanguines et la tolérance, 
ce qui conduit 4 des comparaisons intéressantes quoique plus 
discutables. 

Le deuxiéme probléme a un intérét plus général, c’est celui 
des rapports entre l’activité in vivo des anlibiotiques et des fac- 
teurs susceptibles de conditionner cette activité : concentrations 
bactériostatiques et activités bactéricides in vitro ; concentrations 
humorales et tissulaires. 

‘Les résultats rapportés ici essaient de résoudre ces deux 
problémes. 


A. — CoMPARAISON D’ACTIVITE ENTRE LES ANTIBIOTIQUES. 


I. DETERMINATION DES DOSES MINIMA ACTIVES (DOSE BACTERIOSTA- 
TIQUF, ET DOSE | p. 100 nacrERIcipE). -— La figure 2 représente la 
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courbe des effets obtenus pour deux antibiotiques, la spiramycine 
et la novobiocine, en fonction des doses administrées. En ordonnée 
on trouve le log. St./g de rein (moyenne obtenue sur 10 souris par 
dose, |’essai complet ayant porté sur 80 souris pour chaque anti- 
biotique). En abscisse on trouve les doses administrées per os 
par gavage 4 raison de deux doses par jour pendant trois jours 
(dose par prise, dose journaliére et dose totale). 
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Bien que les deux « inoculums » (log. St./g rein par vingt-quatre 
heures aprés infection) soient & peu prés identiques, le nombre 
de germes trouvé chez les témoins non traités au bout de trois 
jours est plus élevé dans l’essai fait avec la novobiocine. 

Avec la novobiocine on constate que la plus petite dose admi- 
nistrée (0,9 mg) détermine une action bactériostatique partielle 
(le nombre de germes observé étant significativement différent de 
celui observé pour les témoins). L’importance de l’effet augmente 
réguliérement avec la dose, excepté pour la dose la plus élevée 
(30 mg) pour laquelle Veffet n’est pas significativement différent 
de celui obtenu avec 15 mg. 

Avec la spiramycine, pour les quatre doses inférieures de 0,9 
47,5 mg, on n’obtient pas un nombre de germes significativement 
différent de celui obtenu chez les témoins. Ensuite, leffet 
augmente rapidement avec la dose jusqu’aé alteindre un effet bac- 
téricide net. 

Avec ces deux antibiotiques, la diminution du log. St./g rein 
en fonction du log. des doses totales administrées peut étre assi- 
milée a une droite dans la partie comprise entre la bactériostase 
et effet bactéricide 1 p. 100 (laissant 1 p. 100 de survivants). Au 
point d’intersection de la droite avec la ligne de bactériostase et 
la ligne 1 p. 100 bactéricide, on peut donc définir deux points qui 
permetiraient de caractériser l’activité d’un antibiotique. 

On obtient ici les résultats suivants : 


DOSE BACTERIO- EFFET BACTE- 

STATIQUE rice 1 % 
Spikamy cine eriaeerdeciere eee 13 mg 55 mg 
Novobiocineserreeen e eeerterer 4 mg 26 mg 


Il est possible de tracer les limites de confiance de ces doses. 
Dans le cas particulier, les différences sont significatives. 

Comme on le verra dans le tableau rapporté plus loin, les effets 
ne sont pas trés différents d’un essai a l’autre ; les doses absolues 
ont donc une certaine valeur. Si l’on voulait pratiquer des compa- 
raisons plus exactes, il serait nécessaire de faire chaque essai 
en introduisant un antibiotique de référence, la pénicilline par 
exemple. 

I] semble possible de calculer la dose bactériostatique pour 
tous les antibiotiques. L’effet bactéricide de certains n’est pas 
suffisant pour déterminer la dose bactéricide laissant 1 p. 100 
de survivants. 


II. CompaRAIsoN DES EFFETS OBTENUS A DOSE FIXE. — La critique 
: ; : : Seo ‘ 
majeure que l’on peut faire aux essais chimiothérapiques abou- 
lissant 4 la détermination d’une dose produisant un certain effet 
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(survie ou effet bactériostatique ou bactéricide) c’est que, dans 
la pratique médicale, on ne considére habituellement pas comme 
le meilleur antibiotique celui qui est administré a la plus petite 
dose. Le critére d’activité clinique est plutét la plus grande rapi- 
dité d’effet favorable sur la température, |’état général, les lésions 
locales, la disparition des germes des produits pathologiques, etc., 
compatible avec une bonne tolérance. S’il est facile d’étudier la 
toxicité aigué chez Vanimal, il n’est guére possible d’étudier la 
tolérance au sens clinique du terme. La comparaison des effets 
chez l’animal de la dose la mieux tolérée se heurte a une difficulté. 
I] est peut-étre possible de la tourner de la fagon suivante, lorsque 
on expérimente sur des antibioliques déja utilisés en clinique. 
Pour ces antibiotiques on connait les concentrations sanguines 
moyennes déterminées par les traitements habituels, qui se sont 
imposés justement comme un compromis entre les deux facteurs 
dappréciation clinique qui sont la tolérance et la vitesse de gué- 
rison. Il est possible de déterminer chez l’animal la dose qui 
provoque des concentrations sanguines voisines de celles observées 
chez Vhomme. La comparaison des antibiotiques pourra se faire 
en administrant ces doses. 

Au cours d’un certain nombre d’essais préliminaires, nous avons 
déterminé la dose qui provoque, deux heures aprés la prise, une 
concentration sanguine du méme ordre de grandeur que celle 
obtenue chez I’ homme par le traitement habituel. Ces doses n’étant 
pas tres éloignées les unes des autres et les taux moyens publiés 
subissant un certain nombre de variations suivant les auteurs, nous 
les avons égalisées le plus possible, notamment dans le cas des 
antibiotiques du groupe de l’érythromycine. 

Les deux premiéres colonnes du tableau I donnent la dose 
totale et la concentration obtenue dans le sang des souris deux 
heures apres la derniére des six prises. 

Le tableau I donne ensuite le nombre de souris utilisées dans 
chaque lot et le log. St./g rein calculé pour l « inoculum » et les 
témoins. 

Les résultats proprement dits correspondent au log. St./g rein 
trouvé pour chaque antibiotique aprés trois jours de traitement, 
a la différence en log. entre les résultats trouvés pour un anti- 
biotique et l’ « inoculum », de fagon a pouvoir faire une compa- 
raison basée sur plusieurs essais, et 4 la probabilité des diffé- 
rences entre quelques lots intéressants réunis par une accolade. 


On voit que dans les conditions ott nous nous sommes placés, 
deux antibiotiques ont eu une activité bactériostatique. La carbo- 
mycine B n’a été que partiellement bactériostatique : + 1,5 par 
rapport a I’ « inoculum », —0,8 par rapport aux témoins. Le 
faible taux sanguin (0,48 pg/em*) est cependant en accord avec les 
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chiffres publiés par d’autres. Le chloramphénicol a élé a peu pres 
complétement bactériostatique (+ 0,1 par rapport a I’ « inoculum ») 
bien que le taux sanguin de 30 wg/em* obtenu deux heures apres 
la prise soit élevé par rapport & ceux observés chez l’homme. 


TasLEAu I. 
eee sy 
Nombre EFFET Différenoe 
TAUX |souris entre effet SIGNIFICATION 
Essai DOSE sang par |Inocu-| Témoin japrés dose ; et entre lots 
ANTIBIOTIQUE |Totale| 2 ho lot |lun. totale inoculum p = 0.05 
ye mgr. ug/cm3 log. Staphy/ G.rein | 
BK 20 7 
PENICILLI NE 25 


CHLORAMPHEN- 25 


PENICILLIN 25 
NOVOBIOCI NE 25 
PENICILLI NE 25) 
ERYTHROMYCI NE 30 
NOVOBI OCI NE 30 
4 
CARBOMYCI NE B 30 
SPJ RAMYCI NE 30 
EXYTHROMYCI NE 30 
OLE 4 NDOMYCI NE 30 
5 
. | SPIRAMYCINE 30 
NOVOBIOCI NE 30 
La spiramycine s’est montrée bactéricide (Moy. — 0,9) dans 


quatre essais. Le résultat de lessai n° 4 n’était pas significative- 
ment différent de celui obtenu avec l’érythromycine pour p = 0,05. 
Les taux humoraux étaient de l’ordre de ceux que nous avons 
observés pour ces deux antibiotiques avec les traitements courants, 
la spiramycine donnant des taux plus élevés que 1’érythro- 
mycine [8]. 

L’oléandomycine et lV’érythromycine ont eu des effets voisins 
(— 1,7 et — 1,5), le premier donnant chez la souris un taux élevé 
que nous n’avons pas pu confronter avec les taux humoraux 
obtenus chez ’homme. 


La novobiocine — a la dose administrée —- détermine dans le 
sang un taux élevé de 65 wg/cm® en accord avec ceux observés en 
clinique humaine. Son effet bactéricide est important : —-2,3 en 
moyenne sur quatre essais, mais n’a pas été trouvé significative- 
ment différent (p = 0,05) de celui observé pour la pénicilline - 
— 2,4 (moyenne sur trois essais). 

Finalement, si l’on veut classer les effets obtenus dans les condi- 


ACTION BACTERICIDE IN VIVO DES ANTIBIOTIQUES 771 


tions oft nous nous sommes placés par ces 7 antibiotiques, on 
obtient : 


Carbomycine B + 0,5 Spiramycine — 0,9 Novobiocine — 2,3 
Chloramphénicol + 0,1 Oléandomycine — 1,7 Pénicilline — 2,4 
Erythromycine — 1,5 


Il serait intéressant de rapprocher ce classement d’autres, 
effectués sur les activités antistaphylococciques expérimentales ou 
cliniques de ces antibioliques. 


B,. — Rapports ENTRE L’ACTIVITE in vivo ET L’AcTIvITE in vitro. 


De nombreux facteurs, entrant en jeu dans I’activité des antibio- 
liques in vivo peuvent étre étudiés in vitro. Parmi ces facteurs 
nous avons envisagé les concentrations sanguines et rénales, les 
concentrations minima inhibitrices en gélose, l’activité bactéricide 
en milieu liquide et l’effet du sérum sur ces activités. Ce ne sont 
la que quelques-unes des recherches possibles et nous avons 
notamment laissé de cété la question de la pénétration des anti- 
biotiques dans les macrophages et le réle de la phagocytose. 

Nous avons essayé de voir si ces facteurs élaient susceptibles 
d’expliquer les effets différents, obtenus soit avec des concentra- 
tions variables, soit avec des concentrations fixes, et de trouver 
ains! la solution d’un certain nombre de problémes posés par 
les antibiotiques étudiés. 


I. INHIBITION DE LA NOVOBIOCINE In UVivO ET in vitro PAR LE SERUM. 
— La novobiocine se lie in vitro de facon réversible avec la frac- 
tion albumine du sérum. La C.M.I. de la souche de s!aphylo- 
coque 133 passe de 0,07 wg/em*® sans sérum a 0,5 pg/em* en 
présence de 10 p. 100, a 2 en présence de 25 p. 100 et 4 10 en 
présence de 50 p. 100 de sérum ; l’activité bactéricide de la partie 
non liée ne se modifiant pas [9]. Nous avons titré la concentra- 
tion de novobiocine, deux heures aprés la prise per os de chacune 
des doses (0,15 4 10 mg), a la fois dans le sang et dans le rein. 
Les courbes ont été publiées ailleurs [9], le fait saillant étant la 
faiblesse des taux rénaux par rapport aux taux sanguins. 

Dans la figure 3 on trouve le log. St./g rein obtenu par chacune 
des doses, en fonction des concentrations sanguines et rénales ; 
on y voit sous forme d’une fléche la C.M.I. pour différents 
pourcentages de sérum. 

Nous avons vu précédemment que la dose la plus faible de 
novobiocine que nous avons administrée aux souris détermine un 
effet bactériostatique partiel significatif. Or, cette dose détermine, 
soit dans le rein, soit dans le sang, des taux de l’ordre de 0,2- 
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0,3 wg/em’, supéricurs & celui que nécessite Vactivité bacterio- 
statique in vitro en Vabsence de sérum, mais tres inférieurs 
a ceux que réclame cette aclivité en présence de pourcentages de 
sérum supérieurs ou égaux 4 10 p. 100. zu semble donc que le 
role joué par ces liaisons réversibles in vivo soit peu important, 
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et que ces liaisons ne modifient pas considérablement liactivité 
dun antibiotique. 


I]. Le (PARADOXE » DE LA SPIRAMYCINE. — Comme pour d'autres 
antibioliques, on a parlé & propos de la spiramycine d’un para- 
doxe : son activité tn vivo semble supérieure a son activité 
in vitro. En effet, la majorité des souches de staphylocoques ne 
sont inhibées in vitro que par des concentrations égales ou sou- 
vent supérieures aux concentrations humorales habituelles. Si 
l'on porte le log. St./g rein, obtenu avec diverses concentrations, 
en fonction des taux sanguins et rénaux obtenus avec elles, et si 
l'on marque sous forme d’une fléche la concentration minima 
inhibitrice pour la souche a l'étude, on voit qu’un effet de type 
hactéricide est atteint avec des taux sanguins inférieurs a cette 
C.M.I. (fig. 3). Mais ces mémes doses déterminent des taux 
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rénaux beaucoup plus élevés que les taux sanguins, et un effet 
bactéricide n’est obtenu sur les staphylocoques contenus dans les 
reins que si les concentrations dans le tissu rénal sont supérieures 
a la concentration minima inhibitrice. Le paradoxe n’existe donc 
plus dans ce cas. 


III. Activité DES ANTIBIOTIQUES DU GROUPE DE L’ERYTHROMYCINE. 
— Le groupe de l’érythromycine comprend actuellement quatre 
antibiotiques ayant le méme spectre d’activité et pour lesquels 
il y a résistance croisée : érythromycine, carbomycine B, spira- 
mycine et oléandomycine. Ces quatre antibiotiques sont trés 
diversement actifs in vitro. Sur la souche de staphylocoque n° 133, 
nous avons trouvé, par la technique des stries en gélose, que 
Pérythromycine était la plus active et la spiramycine la moins 
active. Les résultats sont figurés dans la colonne I du tableau II. 


TapLeau JI. 


I 2 3 5 6 
ANTI BIOTI QUES C.M.I. Taux 2 he Rapport Rapport Log. Staph. 
Taux sérum Taux rein 
(Stries) Sérum CoMole C.oM.I. | par Gsrein 


CARBOMYCINE B 0.48 0.96 


SPIRAMYOI RE 


1.35 “) 


ERYTH ROMYCI NE 


609 13.8 


— NE 


La méme dose (5 mg) de chacun de ces antibiotiques, administrée 
per os deux fois par jour pendant trois jours a des souris, déter- 
mine dans le sang, deux heures aprés la derniére dose, des taux 
faibles pour la carbomycine B, plus élevés pour |’érythromycine 
et la spiramycine et surtout pour l’oléandomycine. Les taux 
figurés dans la colonne 2 sont des moyennes obtenues sur un 
minimum de 15 souris (8 essais de 5 souris). Les taux rénaux 
obtenus au méme moment (colonne 4) sont trés voisins des taux 
sanguins pour la carbomycine B et l’érythromycine. Pour ces 
deux antibiotiques les taux sont du méme ordre de grandeur 
que chez Vhomme. En effet, Brannick, Heilman et coll. [10] 
indiquent pour l’érythromycine un taux moyen de 2,3 dans le 
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sang et de 1,6 dans le tissu thyroidien, et pour la carbomycine B 
de 0,7 dans le sang et de 0,9 dans le tissu thyroidien. 

Pour l’oléandomycine, les taux sont aussi trés voisins, mais 
pour la spiramycine le taux rénal est prés de cinq fois plus élevé 
que le taux sanguin. 

Nous avons pensé qu'il étail intéressant de calculer deux rap- 


ports : 
CoLoNne 3 
Taux sanguin/Concentr. minima inhibitrice 
et 


CoLonnE 5 
Taux rénal/Concentr. minima inhibitrice 


et de comparer le log. de ces rapports a l’effet des traitements, 
c’est-a-dire au log. St./g rein pour chacun de ces antibiotiques 
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donnés a la méme dose pendant trois jours (colonne 6). La figure 4 
montre la corrélation pouvant exister entre ces valeurs. Il y a 
un indice significatif de corrélation entre les effets de ces anti- 
biotiques d’une part, et le rapport entre les concentrations humo- 
rales et l’activité in vitro d’autre part. Cette corrélation est plus 
nette pour les taux tissulaires que pour les taux sanguins. 

{fl ne semble donc pas inutile de rechercher des antibiotiques 
qui déterminent des concentrations humorales élevées tout en 
étant tres actifs in vitro, mais ces faits montrent aussi l’impor- 
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lance quil semble falloir attribuer au métabolisme tissulaire et 
Vintérét des recherches auxquelles se sont attachés Brannick et 
coll. [40] sur divers antibiotiques. 


IV. ROLE DE LA VITESSE D’ACTION BACTERICIDE DES ANTIBIOTIQUES. 
Ce que nous venons de dire n’explique pas la grande diffé- 

rence entre les effets obtenus par la pénicilline et le chloramphé- 
nicol, qui tous deux présentent des taux sanguins et tissulaires 
considérablement plus élevés que les concentrations minima 
inhibitrices in vitro. Dans ce cas on est en droit de faire inter- 
venir la vitesse d’action bactéricide, dont on sait qu’elle est plus 
grande pour la pénicilline que pour le chloramphénicol. La 
souche de staphylocoque n® 183 est trés sensible a l’action bacté- 
ricide des antibiotiques qui, aux concentrations humorales obte- 
nues ici, laissent moins de 0,01 p. 100 de survivants en vingt- 
quatre heures. Mais apres des délais plus courts, on trouve une 
différence de vitesse d’activité in vitro qui pourrait expliquer la 
différence entre les effets des deux antibiotiques. 

Nous avions pensé utiliser cette souche pour mettre en évidence 
chez la souris l’effet antagoniste du chloramphénicol sur le pou- 
voir bactéricide de la pénicilline. Or, non seulement nous n’avons 
pu mettre en évidence aucune trace d’antagonisme entre ces deux 
antibiotiques in vitro aux taux correspondant aux concentrations 
humorales, mais nous avons constaté que l’effet in vivo de l’asso- 
ciation pénicilline-chloramphénicol n’était pas significativement 
différent de celui oblenu avec Ja pénicilline seule. Cette souche 
ne semble pas se préter a l'étude des phénomeénes de type bacté- 
ricide. Ceci montre que pour l'étude de ces effets in vivo on ne 
doit pas se limiter a l’emploi d’une seule souche, mais qu'il faut 
utiliser des souches présentant des qualités différentes. 


R&ésuME. 


La numération des germes dans les reins de souris infectées 
par voile intraveineuse constitue un bon moyen de juger expéri- 
mentalement de l’effet antistaphylococcique des antibiotiques. 

Avec une souche de staphylocoque (St. n° 133) nous avons pu 
élaborer un test chimiothérapique rapide : quatre jours. Le trai- 
tement débute vingt-quatre heures aprés l’infection par 10° germes 
et dure trois jours, a raison de deux prises par jour. Les reins 
de chaque souris réparlis en lots de 10 4 30 souris sont broyés 
et l’on détermine le log. du nombre de staphylocoques par 
gramme de rein. 

En étudiant l’effet obtenu avec des doses croissantes d’un anti- 
biotique il est possible de déterminer une valeur bactériostatique 
et bactéricide caractéristique de l’antibiotique. 
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En utilisant des doses fixes déterminant chez les souris des 
taux humoraux ayant le méme ordre de grandeur que celui 
obtenu avec les traitements habituels, il est “possible d’effectuer 
des comparaisons entre les activités respectives. 


L’effet in vivo chez la souris peut étre comparé a certains 
éléments d’activité des antibiotiques : concentrations inhibitrices 
et bactéricides in vitro, taux sanguins et tissulaires. 

Cette comparaison a permis d’étudier un certain nombre de 
problémes : liaison de Ja novobiocine avec le sérum in vivo, « para- 
doxe » de Ja spiramycine quand on compare son activilé in vitro 
et in vivo, réle du rapport concentrations humorales/concentra- 
tions inhibitrices dans les effets observés avec : carbomycine B, 
érythromycine, spiramycine, oléandomycine ; enfin, différence 
d’activité entre la pénicilline et le chloramphénicol. 


SUMMARY 


DETERMINATION OF iN UlVO BACTERICIDAL ACTIVITY OF ANTIBIOTICS 
IN STAPHYLOCOCCAL INFECTION OF MICE KIDNEYS. 


By counting the germs in kidneys of mice inoculated by intra- 
venous route, it is possible to appreciate the antistaphylococcal 
effect of antibiotics. 

With the Staphylococcus strain St. n° 133, the authors have 
devised a rapid chemotherapeutic test : 4 days. The treatment 
begins 24 hours after inoculation with 10° germs and lasts 3 days 
2 doses a day). The mice kidneys are ground and the log. of 
the number of staphylococci per gram of kidney is determined. 


By studying the effect obtained with increasing doses, it is 
possible to determine a bacteriostatic and a bactericidal value 
characteristic of the antibiotic used. 


By using fixed doses which induce in mice blood titers ana- 
logous to those obtained with usual treatments, it is possible to 
realise comparisons between their respective activities. 


The in vitro effect in mice can be compared to certain factors 


of antibiotic activity : in vitro minimal inhibitory and bactericidal 
concentrations, blood and tissue levels. 


This comparison allows to study a certain number of problems : 
the binding of novobiocin to serum in vivo, spiramycin « para- 
dox » when comparing spiramycin activilies in vitro and in vivo, 
importance of the ratio tissue level/inhibitory concentrations for 
the results obtained with carbomycin B, erythromycin, spira- 


mycin, oleandomycin ; difference between penicillin and chloram- 
phenicol activities. 
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EVOLUTION ET MODIFICATIONS DE LA RESISTANCE 
DES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 
A SIX ANTIBIOTIQUES USUELS DE 1950 A 1956. 


L’ACTION COMPAREE /N V/TRO DE L’ERYTHROMYCINE, 
DE LA MAGNAMYCINE, DE LA SPIRAMYCINE, DE LA NOVOBIOCINE 
(ALBAMYCINE) ET DE L’OLEANDOMYCINE. 


par A. LUTZ, M's 0. GROOTTEN et M's M. J. HOFFERER (’). 


(Laboratoire départemental de Bactériologie, Strasbourg 
[Directeur ; D? A. Lurz)) 


La ténacité des infections staphylococciques a obligé les méde- 
cins 4 adapter constamment les thérapeutiques et les chercheurs 
i mettre au point des armes nouvelles. 

Le but de ce travail est de montrer : 

a) L’évolution de la fréquence des souches résistantes et les 
modifications des degrés de résistance des staphylocoques patho- 
génes isolés de produits prélevés chez des malades hospitalisés 
(Hospices Civils de Strasbourg) de 1950 a 1956. 

b) ‘Les possibilités d’antibiotiques plus récents 4 savoir : l’éry- 
thromycine, la magnamycine, la spiramycine, la novobiocine ou 
albamycine, et l’oléandomycine. 


I. — EvoLuTION ET MODIFICATION DE LA RESISTANCE. 


La résistance accrue du staphylocoque 4 un ou plusieurs anti- 
hiotiques découverts successivement au cours des années est évi- 
dente et reconnue par tous les cliniciens. De nombreuses statis- 
liques confirment ce point de vue, mais du fait des divergences 
qu’elles révélent entre elles on tend a leur accorder surtout une 
valeur locale. Le probléme de la pénicillino-résistance, en parti- 
culier, semble devoir étre reconsidéré selon la méthode utilisée 
pour Pantibiogramme. 

Voici quelques statistiques sur des souches que nous avons 
isolées : 


a) Evolution de la fréquence des souches de staphylocoques 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 10 janvier 1957 
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résistants 4 la pénicilline, a la streptomycine, au chloramphénicol, 
i Pauréomycine et a la terramycine. 

En nous servant de la méthode des disques (I. P.) et partiel- 
lement de celle des dilutions, nous avons observé de 1950 A 1956 
pour des souches résistantes isolées pour la plupart d’entre clles 
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de pus d’abcés, d’ostéomyélite, de plaies, de fistules, de sang 
(seplicémie), etc., les modifications suivantes dans les pourcen- 
tages de résistances (tableau I). 

Transcrivons ces résultats sur un graphique (fig. 1). 

Ces courbes mettent en évidence une augmentation du pourcen- 
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tage des souches résistantes 4 la pénicilline de 1950 4 1954, suivie 


d’un palier de 1954 a 1956. 

La streptomycine, utilisée surtout avec la pénicilline, antibio- 
tique avec lequel elle présente une synergie, a Suivi une évolu- 
lion semblable, quoique a un niveau légérement inférieur. 

En ce qui concerne l’auréomycine et la terramycine, la propor- 
tion des staphylocoques résistants est passée de 0 p. 100 en 1950 
a 59,1 p. 100 pour le premier et a 57,6 p. 100 pour le second 
de ces antibiotiques. Seule la fréquence des staphylocoques résis- 
tants au chloramphénicol n’a guére varié et n’a progressé que 
de 14 p. 100 en 1952 4 17,4 p. 100 en 1956. 

Existe-t-il des différences dans les proportions trouvées selon 
la provenance des souches ? 

Voici les résultats que nous avons observés en 1954, 1955 et 
1956, Vantibiogramme étant effectué d’aprés la méthode des 
disques (I. P.), pour des staphylocoques isolés soit de pus divers 
ou de sang, etc., soit de prélévements de gorge ou de crachats 


(tableau IT). 
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Ce tableau montre : 


a) Une augmentation croissante du taux des staphylocoques 
pénicillino-résistants prélevés au niveau de la gorge. Ces constata- 
lions se rapprochent de celles de Dowling [4], qui a trouvé que 
la proportion des souches de staphylocoques dorés pénicillino- 
résistants isolés de la gorge et du nez de malades entrant 
i Vhdpital était de 51 p. 100, alors qu’a la fin de leur hospitali- 
sation elle était de 88 p. 100. Cet auteur avait noté parallélement 
que les staphylocoques isolés chez les médecins et infirmiéres 
étaient pénicillino-résistants dans la proportion de 85 p. 100. 

b) Une plus forte proportion de souches résistantes au chloram- 
phénicol parmi celles isolées de la gorge que parmi celles prove- 
nant du pus et leur fréquence croissante. 

c) Une régression plus ou moins notable dans les crachats, du 
nombre de souches résistantes & la streptomycine, au chloram- 
phénicol, a l’auréomycine et a la terramycine. 

d) L’apparition de souches résistantes a 1|’érythromycine. 

e) La grande efficacité de la framycétine, antibiotique utilisé 
par vole locale, auquel nous n’avons trouvé qu'une seule souche 
résistante sur 403 étudiées. 

/) Evolution des degrés de résistance des souches a quelques 
antibiotiques. 

I] nous a semblé intéressant de faire, pour quelques antibio- 
tiques, une étude plus approfondie du point de vue quantitatif 
des degrés de susceptibilité des souches, en nous servant de la 
méthode des dilutions. La méthode des disques que nous avons 
employée ne nous donne pratiquement aucun renseignement précis 
en ce qui concerne les concentrations minima inhibitrices (C. M. I.) 
des souches considérées comme résistantes. 

Voici successivement les cas : 

1° De la pénicilline, 

2° Des tétracyclines, 

3° Du chloramphénicol. 


1° LEs CONCENTRATIONS INHIBITRICES DE LA PENICILLINE. — Nous 
avons comparé a nos résultats obtenus en 1950 [2] et 1951, ceux 
de nos titrages de souches isolées en 1955 et 1956. 

Le tableau III résume nos résultats. 

Ce tableau met en évidence les faits suivants : 

a) Une diminution notable des souches nécessitant moins de 
0,1 unité pour Jeur inhibition ; 

b) Une élimination progressive des souches trés résistantes ; 

c) Une augmentation progressive et importante (de 0 p. 100 
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a 54 p. 100) de souches nécessitant de 0,2 a 1 unité pour leur 
bactériostase. 


Tasieau III. 
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Dans un certain nombre de cas il n’y a pas eu de correspon- 
dance entre la méthode des disques et celle des dilutions pour ces 
souches ; les dilutions indiquaient : souche limite, et les disques : 
souche résistante. 

Ces faits sont en accord avec ceux décrits récemment par 
Rentchnick [8], & savoir : que la pénicilline a trés fortes doses 
peut encore avoir une action thérapeutique alors que l’antibio- 
gramme par disques fournit un avis contraire. 


Dans le cas de ces souches dites « limites », de plus en plus 
fréquentes, nous pensons, comme cet auteur, que la méthode des 
dilutions, quoique plus longue, peut donner au clinicien des 
résultats plus sars que celle des disques et éviter certaines discor- 
dances entre clinique et laboratoire. Ces données incitent a la 
prudence dans linterprétation de certains anlibiogrammes par 
disques pour les staphylocoques pathogénes. 


2° LES CONCENTRATIONS INHIBITRICES DES TETRACYCLINES. — Nous 
avons recherché comment se comportait la tétracycline, plus 
récemment introduite en thérapeutique, par rapport a ses prédé- 
cesseurs, la chlortétracycline et ]’oxytétracycline. 


Nos observations sont résumées dans le tableau IV. 
Ce tableau montre : 


a) L’évolution vers la résistance de 1950 4 1956 pour l’auréo- 
mycine et la terramycine ; 


b) En 1956, il y a plus de souches sensibles a l’auréomycine 
qu’a la terramycine et a la tétracycline ; 

c) Et un plus grand nombre de souches trés résistantes aux 
deux derniers antbiotiques qu’a l’auréomycine. 

Notons que dans une étude sur 3864 souches, Koch [4] a trouvé 


36,8 p. 100 des souches résistantes a la chlortétracycline, 47 p. 100 
ala tétracycline et 56,6 p. 100 a l’oxytétracy cline. 
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L’examen individuel des souches nous a permis d’observer que, 
dans un certain nombre de cas, les souches sont encore sensibles 
a l’auréomycine alors qu’elles résistent aux autres tétracyclines. 
Fréquemment, nous avons pu mettre en évidence, comme Wright 
et neal ell Finland [5], une résistance croisée pour les trois télra- 
cyclines 


Les CONCENTRATIONS INHIBITRICES DU CHLORAMPHENICOL (1956). 
— Le tableau V résume les concentrations inhibitrices des souches 
résistantes par rapport a celles dont les C. M. I. (ug/ml) corres- 
pondent aux concentrations atteintes habituellement dans le plasma 
sanguin. 
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Ces chiffres mettent bien en évidence que peu de souches sont 
trés résistantes A cet antibiotique qui peut rendre des services 
dans la thérapeutique de certaines staphylococcies. 


Ces modifications de la résistance des souches pour les anti- 
biotiques considérés isolément surviennent le plus souvent sur des 
souches qui résistent a plusieurs antibiotiques. Comme de nom- 
breux auteurs, nous avions envisagé ce probleme dans un travail 
antérieur [6]. Un type que nous rencontrons actuellement assez 
{réquemment est celui des souches résistantes 4 la pénicilline, a la 
streptomycine, au chloramphénicol et aux trois tétracyclines. C’est 
la raison pour laquelle nous envisageons, dans le chapitre suivant, 
les possibilités d’anubiotiques plus récents. 
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II. — L’action CoMPAREE « IN VITRO ) DE L’ERYTHROMYCINE, 
DE LA MAGNAMYCINE, DE LA SPIRAMYCINE, 
DE LA NOVOBIOCINE OU ALBAMYGINE ET DE L’OLEANDOMYCINE (1). 


Nous avons étudié comparativement l’action de ces cinq anti- 
biotiques sur 58 souches de staphylocoques dorés hémolytiques, 
dont 54 isolées récemment, présentant pour la plupart des poly- 
résistances diverses et dont voici Ja provenance : pus divers, 28 ; 
gorge, 1; crachats, 4; sang, 15; selles, 6; urines, 3; vagin, 1. 

Nous avons utilisé la méthode des dilutions comme dans nos 
travaux antérieurs et dans les mémes conditions avec des ense- 
mencements aussi homogénes que possible. 

Voici nos observations : 


A. Bactériostase. — Le tableau VI résume nos résultats. 

Ce tableau met en évidence les faits suivants : 

a) L’érythromycine inhibe 36 sur 52 souches résistantes & un 
ou plusieurs anlibioliques, a des concentrations relativement 
faibles comprises entre 0,01 et 1 pg/ml. Dix souches sont nette- 
ment résistantes. 


b) Les taux bactériostatiques de la magnamycine des souches 
érythromycino-sensibles sont neltement supérieurs a ceux du 
premier antibiotique. Ils sont compris pour la plupart entre 0,1 
et 5 ug/ml. Une souche résistante nécessite 20 we/ml pour étre 
inhibée. I] n’y a pas de résistance croisée systématique entre 
I’ érythromycine et la magnamycine ou carbomycine. 


c) Les quantités de spiramycine nécessaires a linhibition des 
souches sont le plus souvent supérieures a celles de la magna- 
mycine. Une des souches présente une résistance croisée entre 
la spiramycine, l’érythromycine et la magnamycine. 

d) la novobiocine, encore appelée albamycine (Upjohn) ou 
cathomycine (Merck), inhibe toutes les souches a des taux trés 
faibles et est trés active sur la plupart des souches résistantes 
aux antibiotiques. Deux souches, dont une érythromycino-sensible 
et une érythromycino-résistanle, nécessitent 10 a 20 ug/ml pour 
étre inhibées. 

e) L’oléandomycine est tres efficace sur la plupart des souches 
résistantes 4 plusieurs antibioliques, les C. I. M. sont comprises 
entre 0,05 et 2 ug/ml. Trois des 58 souches étudiées résistent 
a ce nouvel antibiotique, en l’absence de tout traitement. ‘La 


(1) Nous remercions les Laboratoires Pfizer (N.-Y.) pour la magna- 
mycine et l’oléandomycine qu’ils ont bien voulu mettre 4 notre dispo- 
sition, et les Etablissements Merck et Upjohn pour la novobiocine 
(cathomycine, albamycine). 
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premiére résiste a 8 antibiotiques dont Vérythromycine et la 
spiramycine et les deux autres a 7 antibiotiques dont |’érythro- 
mycine. 

D’aprés ce tableau, le clinicien semble toujours avoir un anti- 
biotique au moins a sa disposition, mais l'étude de la bactéricidic 
est nécessaire pour compléter les résultats que le laboratoire doit 
donner dans ces cas souvent difficiles 4 traiter. 

B. Bactéricidie. — Les concentrations bactéricides ont été lues 
quarante-huit heures aprés repiquage sur gélose au sang, de 
volumes identiques (0,05 ml) de bouillon nutritif de tubes qui ne 
présentaient pas de croissance apparente. 

Nos observations sont résumées dans le tableau VII. 
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Cetle étude met en évidence une grande variabilité du pouvoir 
bactéricide sur les souches étudiées et l’insuffisance de ces nou- 


RESISTANCE DES STAPHYLOCOQUES AUX ANTIBIOTIQUES 787 


veaux anlibiotiques pour des souches telles que les souches III 
et IV. Selon les cas, les concentrations bactériostatiques et bacté- 
ricides sont soit relativement rapprochées, soit trés éloignées. 
Notons que Jones et ses collaborateurs [7| ont créé in vitro sur 
des souches de staphylocoques dorés des résistances croisées 
a lérythromycine, a la carbomycine, a V’oléandomycine, a la 
spiramycine et a la streptogramine par repiquages successifs en 
presence de concentrations croissantes de ces antibiotiques. 

Cette étude montre, en outre, les recherches nécessaires pour 
trouver quelle est ou quelles sont les armes qui semblent pouvoir 
élre les plus efficaces. On sait les résultats spectaculaires dus 
a l’érythromycine dans des cas dramatiques d’accidents choléri- 
formes. Dans certains cas d’échec la magnamycine peut la rem- 
placer. 

La novobiocine, du fait de ses concentrations sanguines extré- 
mement élevées, semble étre indiquée dans la majorité des cas $i 
cet antibiotique est bien toléré. Signalons a ce sujet les résultats 
encourageants obtenus récemment par Martin et ses collabora- 
teurs [8]. Darbon et Crosnier [9] ont obtenu de bons résultats 
thérapeutiques avec la spiramycine. Senn et Lundsgaard- 
Hansen [410] ont rapporté récemment un certain nombre de gué- 
risons d’entérocolites staphylococciques aprés administration de 
spiramycine. L’oléandomycine, bien tolérée, a permis a Bernstein 
et Piller [41] et 4 Siegenthaler et ses collaborateurs [42] de traiter 
avec succes des infections staphylococciques résistantes 4 d’autres 
antibiotiques. English et ses collaborateurs [43], dans un travail 
récent, ont rapporté l’action synergique de la tétracycline et de 
Voléandomycine dans une combinaison appelée: « PA 775 ». 
L’étude des associations d’antibiotiques fera l'objet d’une commu- 
nication ultérieure. 

CONCLUSION. 


Ce travail sur des souches recueillies en milieu hospitaher met 
en évidence les faits suivants : 


a) Une augmentation trés accentuée des souches résistantes a la 
pénicilline, 4 la streptomycine, a l’auréomycine et a la terramycine 
jusqu’en 1954; de 1954 a 1956, il y a peu de changements pour 
les souches provenant de pus divers, de sang, de selles. Il y a des 
variations dans le pourcentage des souches isolées de_préléve- 
ments de la gorge et de crachats. Contrairement aux antibiotiques 
précédents, le pourcentage des souches résistantes au chloram- 
phénicol est resté faible. 

b) La disparition progressive des souches présentant une trés 
forte résistance a la pénicilline et, au contraire, une augmentation 
notable des souches inhibées par des concentrations comprises 
entre 0,2 et 2 unilés de pénicilline et pour lesquelles la détermi- 
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nation de la sensibilité par la méthode des dilutions peut rendre 
de grands services au clinicien dans l'utilisation de cet antibio- 
tique (trés fortes doses). 

c) La fréquence relative des souches résistantes a 5 ou 6 anti- 
biotiques usuels, ce qui nous a amenés a envisager les possibilités 
d’autres antibiotiques, a savoir: l’érythromycine, la magnamy- 
cine, la spiramycine, }a novobiocine et |’oléandomycine. 

Aprés traitement, nous avons trouvé un certain nombre de 
souches résistantes a l’érythromycine. Avant tout traitement, le 
pourcentage de résistance dans les conditions de nos recherches 
est relativement faible : 3,4 p. 100 pour la novobiocine, 5 p. 100 
pour l’oléandomycine. Pour la spiramycine les taux d’inhibition 
de nos souches dépassent fréquemment 2 pg/ml, taux sanguin 
atteint par un traitement classique. En ce qui concerne la magna- 
mycine, trois souches seulement nécessitent des taux bactériosta- 
tiques élevés, de 5 et 20 pg/ml. 

Mais l’étude des propriétés bactéricides montre le pouvoir de 
défense de nombreuses souches de staphylocoques polyrésistants. 
Si les taux bactériostatiques sont faibles, les taux bactéricides sont 
souvent élevés et dépassent largement les taux sanguins, ce qul 
explique partiellement les difficultés rencontrées dans le traitement 
de certaines staphylococcies et l’insuffisance des armes dont nous 
disposons, malgré les grands services que peuvent rendre les anti- 
biotiques les plus récents. 


SUMMARY 


EVOLUTION AND CHANGES OF PATHOGENIC STAPHYLOCOCCI RESISTANCE 
TO SIX USUAL ANTIBIOTICS FROM 1950 To 1956. 
COMPARATIVE ACTION « IN VITRO )) OF ERYTHROMYCIN, MAGNAMYCIN, 
SPIRAMYCIN, NOVOBIOCIN (ALBAMYCIN), AND OLEANDOMYCIN. 


The study of hospital strains demonstrates : 


a) A very marked increase in the percentage of penicillin, strep- 
lomycin, chlortetracyclin and oxytetracyclin-resistant strains until 
1954 ; from 1954 to 1956, there was little change in the case of 
strains isolated from pus, blood ou stools. There are variations 
in the percentage of strains isolated from throat and sputum. For 
chloramphenicol only the percentage of resistant strains has 
remained low. 


b) The progressive disappearance of strains manifesting a strong 
resistance to penicillin, and a marked increase of the strains 
inhibited by concentrations from 0,2 to 2 units of penicillin. In 
this latter case, the dilution method may be very useful to the 
physician who uses large doses of this antibiotic. 

c) The frequent occurrence of strains resisting to five or six 
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usual antibiotics. Therefore, the authors have studied the activity 
of other antibiotics : erythromycin, magnamycin, spiramycin, 
novobiocin and oleandomycin. 

After treatment, the authors found a certain number of strains 
which resisted to erythromycin. Before any treatment, the per- 
centage of resistant strains was rather low : 3,4 °%, for nov obiocin, 
B for oleandomycin. The inhibiting spiramycin level was often 
higher than 2 ug/ml, this level being usually reached during 
spiramy cin treatment, Three strains only required high magna- 
mycin concentrations (5 to 20 pg/ml) to be inhibited. 

But the study of bactericidal properties demonstrates the high 
defence capacity of many polyresistant Staphylococcus strains. 
The bacteriostatic levels in vitro are low, but bactericidal levels 
are often high, much higher than the blood levels obtained during 
treatment. This explains the difficulties of treatment in certain 
Staphylococcus infections. 
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ETUDES SUR LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 


VI. — ACTION TOXIQUE EXPERIMENTALE 
B. — EFFETS SUR LA TEMPERATURE DES ANIMAUX 


par M. DIGEON (*), et M. RAYNAUD (**) 
(avec la collaboration technique de M™ Jeanne RIZA). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


On connait depuis longtemps l’action hyperthermisante des 
suspensions de germes tués de S. typhi en forme « smooth ». 
De nombreux auteurs ont obtenu par diverses méthodes, a partir 
des bactéries Gram négatives de différentes espéces, des prépa- 
rations fortement pyrogénes (Co Tui [4], Robinson et Flusser [2], 
Weger [8], Nesset, Ginger [4, 5], Westphal [6, 7, 8)). 

Morgan [9, 40], Landy [44] ont montré le puissant pouvoir 
pyrogéne de l’antigéne typhique O. Landy obtient des prépara- 
tions d’antigéne typhique O purifié dont la dose minima pyrogéne 
est de 0,0002 g/kg chez le lapin. 

Westphal prépare a partir de E. coli, un pyrogéne actif a la 
dose minima de 0,0013 ywg/kg, et a partir de S. abortus equi, un 
produit dont la dose active minima est de 0,04 ng/kg. 

Il nous a semblé intéressant de comparer a ce point de vue 
les propriétés de la toxine R2 (1) extraite de Salmonella typhi 
en forme « rough », a celles de l’antigéne O. 

Nous avons étudié en détail l’action de la toxine R2 sur la 
température du lapin. 

La température des animaux (température rectale) a été mesurée, 
dans la plupart de nos expériences, au moyen du thermometre 
a mercure. Par la suite, nous avons utilisé un thermométre A 
couple thermoélectrique (thermométre électrique « Thermorapid », 
Netheler et Hinz). La température est indiquée en degrés centi- 
grades, 

‘La prise de la température est effectuée avant injection de la 


(*) Chargée de Recherches 4 1’Institut National d’Hygiéne. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1956. 
(1) Pour la bibliographie générale concernant cette toxine, voir Pre- 


miére partie, « Caractéres généraux de l’intoxication », Ann. Inst. 
Pasteur, 1957, 92, 642. 
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solution toxique, puis a intervalles de temps réguliers : toutes Ios 
demi-heures, puis toutes les heures. Pour les doses fortes de 
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Fic. 1, — Action de la toxine R2 sur la température des lapins. Courbes a, b, 
c, d = courbes moyennes (a : 3 animaux; b: 9 animaux; c: 9 animaux ; 
d : 2 animaux). Courbes e, f, g, h, i = courbes individuelles types. 


toxine, elle a été notée tous les quarts d’heure au début de |’ expé- 
rience. 
Annales de l'Institut Pasteur, 92, n° 6, 1957. 52 
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La toxine R2 est fortement hyperthermisante pour les doses de 


préparations toxiques comprises entre 0,001 et 5 microgrammes 
par kilogramme d’animal (voir courbes, fig. 1). 
La fievre est maxima une ou deux heures aprés inoculation 
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Fic. 2. — Action de l’antigéne O Boivin sur la température des lapins. Courbes a, 
b, c, d, e, f = courbes moyennes (a : 2 animaux; b : 4 animaux; c : 4 animaux , 
d: 3 animaux; e: 3 animaux; f: 4 animaux). Courbes g, h, i = courbes 


individuelles types. 


pour les trés faibles doses (0,001 4 0,01 pg/kg), un peu plus tard, 
deux 4 quatre heures aprés injection, pour les doses plus élevées 
(voir courbes, fig. 1). 

La durée de l’accés fébrile varie également selon les doses : 
de trois heures pour la dose de 0,005 pg/kg, elle s’allonge, a 
mesure que la dose augmente, a sept heures pour les doses de 
1 45 ug/kg. 
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L’hyperthermie varie de 0°8 a 3° selon les doses et les animaux. 
Elle augmente réguliérement avec les doses, au moins jusqu’aux 
doses de 0,30 pg/kg. La dose minima pyrogéne, c’est-a-dire la 
dose donnant une élévation de température de 0°6, calculée d’aprés 
la courbe des élévations de température en fonction des doses, 
est de 0,0005 pg/kg. 

Des expériences comparatives, faites avec des préparations 
d’antigéne typhique O obtenues selon la méthode de Boivin et 
Mesrobeanu, nous ont donné, pour les doses comprises entre 0,01 
et 5 ug/kg d’animal, des résultats trés semblables quant a |’allure 


Toxine R2. Influence des doses toxiques 
sur la température des lapins. 
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et A la durée de l’accés fébrile et quant aux écarts de température 
observés (voir courbes, fig. 2). 

On constate donc, 4 ces doses, un étroit parallélisme entre le 
pouvoir pyrogéne de la toxine R2 et celui de Vantigéne O. 

On observe également avec la toxine R2, comme avec V’anti- 
géne O (Morgan [42], Beeson [43, 14, 15]), que les injections 
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répélées provoquent une tolérance chez le lapin et diminuent beau- 
coup la réaction fébrile. 

Pour ces faibles doses, que nous appellerons les doses pyro- 
eénes, A part un peu de somnolence et quelquefois une légere 
diarrhée, acces fébrile ne s’accompagne d’aucun symptome exté- 
rieur particulier ; mais 4 partir de 5 pg/kg en moyenne, les ani- 
maux manifestent des symptémes toxiques. Pour les doses plus 
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Fic. 3. — Action de la toxine R2 sur la température des cobayes. 


fortes de toxine R2, les lapins subissent une profonde intoxication, 
révélée rapidement par une dyspnée intense suivie de prostration. 

Avec ces doses toxiques, la courbe thermique est profondément 
modifi¢e. La toxine R2 provoque alors une hyperthermie transi- 
toire dont la durée est en général d’autant plus courte que la 
dose de toxine est plus forte et qui peut méme faire totalement 
défaut, suivie d’une hypothermie s’accentuant jusqu’a la mort. La 
baisse de température peut dépasser 4° (voir tableau et courbes, 
fig. 1). La dose la plus faible provoquant l’hypothermie se situe 
aux environs de 10 vg de préparation toxique R2 par kilogramme 


ETUDES SUR LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 795 


d’animal, mais elle varie avec Ja sensibilité des animaux : un 
animal réagira seulement par une forte poussée fébrile avec 10 yg 
tandis qu’un autre fera une forte hypothermie avec la méme dose 
ou une dose plus faible. 

Chez des jeunes lapins d’un mois, nous avons obtenu exacte- 
ment les mémes résultats du point de vue de la courbe thermique. 


10 pig 100g S500pug S000 pg 


OF 2) E36 OME24 36 Cre ANG 0 2 4Heures 


Fic. 4. — Action de la toxine R2 sur la température des rats. 


Avec les doses faibles, forte hyperthermie (2°9 avec 0,1 we, 2°4 


avec 10 ug). Avec les doses toxiques, hyperthermie faible et 
passagére (1°2 aprés injection de 100 pg, 0°2 avec une dose 
de 2000 ug/ke) suivie d’hypothermie (1°4 aprés injection de 
100 pg/kg, 2°1 avec une dose de 2 000 ug/kg). 

Nous avons expérimenté parallélement les doses toxiques d’anti- 
gene O préparé selon Boivin. Les résultats se sont montrés nette- 
ment différents : ]a plupart du temps, les animaux ne font pas 
d’hypothermie mais meurent en hyperthermie, soit en pleine 
montée de la courbe, soit au cours de la descente aprés le maxi- 
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mum. Dans quelques cas seulement, et de maniére irréguliére, 
nous avons observé une phase d’hypothermie plus ou moins 
nette. Alors qu’avec la toxine R2, sur 10 animaux intoxiqués 
(doses supérieures 4 10 ug/kg), 9 ont fait une hypothermie (le 
dixiéme étant mort trés rapidement: une heure quinze) dont 8 
avec baisse de température égale ou supérieure a 1° (voir tableau), 
avec l’antigéne O Boivin, sur 29 lapins intoxiqués (doses supé- 
rieures 4 10 pg/kg), 2 animaux seulement ont montré une baisse 


10pg 100p1g S00pg 5000 ug 


39 
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Fic. 5. — Action de l'antigtne O Boivin sur la température des rats. 


de température supérieure a 1° et 8 autres une baisse de 0°3 
a 0°6. 

‘L’hypothermie provoquée par la toxine R2, injectée en doses 
toxiques, n’est pas particuliére au lapin. Nous l’avons observée 
également chez le cobaye: baisse pouvant dépasser 5° C (voir 
courbes, fig. 3), et chez le rat ot elle est également considérable. 
Les expériences faites chez ces animaux montrent qu’il ne s’agit 
nullement d’une hypothermie préagonique : en effet, si les rats 
ayant recu une dose mortelle de toxine (500 & 5 000 we de prépa- 


ETUDES SUR LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 797 


ration toxique par animal) meurent en hypothermie, nous avons 
observé avec des doses plus faibles (100 pg par animal) une forte 
hypothermie (2 a 3°) suivie d’une remontée de la température 
au-dessus de la normale (voir courbes, fig. 4). 

L’antigéne O nous a donné chez le rat des résultats absolument 
comparables : hypothermie suivie d’hyperthermie avec 100 ug, 
hypothermie et mort avec 500 4 5000 ue (voir courbes, fig. 5). 

Par contre, en accord avec Landy [44], nous n’avons pas observé 
chez le rat de pouvoir pyrogéne isolé pour les doses faibles, pas 
plus avec la toxine R2 qu’avec l’antigéne O. Si on note constam- 
ment une montée de la température au-dessus de la normale 
consécutive a la baisse provoquée par les doses toxiques infra- 
mortelles (100 pg et souvent 10 pg), on n’observe, avec des doses 
de 0,01, 0,10 et 1 wg par animal, que des variations irréguliéres 
quant a leur importance et quant a la forme des courbes. Ces 
élévations de température sont, en outre, difficiles 4 interpréter 
du fait de V’instabilité de la température des témoins : certains 
animaux n’ayant recu que de l’eau physiologique présentent des 
variations de méme ordre. 


DIscUSSION ET CONCLUSIONS. 


Les expériences comparées que nous avons faites avec la 
toxine R2 et avec lantigéne O montrent que ces préparations 
toxiques ont, aux doses faibles, une action trés semblable sur 
la température des animaux. Elles se montrent lune et l'autre 
fortement pyrogénes ; les accés fébriles provoqués présentent les 
mémes caractéres. 

Au contraire, il faut noter une différence quant aux effets des 
doses fortes, toxiques, sur la température. Tandis que la toxine R2 
provoque réguliérement lhypothermie, les doses fortes d’anti- 
géne O ont donné la plupart du temps une hyperthermie forte et 
durable. 

D’autres auteurs ont pourtant déja noté ’hypothermie provoquée 
par différents extraits bactériens : Weger [8], étudiant les sub- 
stances pyrogénes extraites de salmonelles, E. coli, Proteus, 
bacille pyocyanique, observe une chute de température chez les 
animaux recevant des doses de 500 4 1 000 microgrammes. West- 
phal [7] indique également que le pyrogéne qu’il extrait d’E. coli 
est toxique et hypothermisant chez le lapin pour les doses supé- 
rieures A 20 microgrammes par kilogramme d’animal. 

Les différences d’action toxique entre ces différents extraits 
préparés a partir de germes « smooth » et notre antigéne O Boivin 
proviennent-elles des différences de souches bactériennes ou des 
méthodes de préparation des produits ? Le probléme est a étudier. 
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D’autre part, le pouvoir pyrogéne parait étre indépendant de 
la toxicité proprement dite. 

Plusieurs auteurs ont obtenu, a partir de diverses bactéries 
Gram négatives, des préparations ot pouvoir pyrogéne et toxicité 
semblent dissociés. Davies [16] a isolé de Pasteurella pestis un 
lipopolysaccharide fortement pyrogéne et trés peu toxique, de 
méme Windle [417] a partir de Pseudomonas et de Proteus. D’autre 
part, Neter, Westphal et coll. [48] ont montré récemment que 
l’oxydation du lipopolysaccharide d’E. coli par le periodate 
abaisse la toxicité au dixiéme de sa valeur initiale sans affecter 
le pouvoir pyrogéne. 

Il faut noter aussi la différence de réaction des lapins et des 
rats. Tandis que les doses fortes d’antigene O ne donnent en 
général que de l’hyperthermie au lapin, elles provoquent chez le 
rat une forte hypothermie, exactement comparable a celle provo- 
quée par la toxine R2. 

D’autre part, nous n’avons jamais pu obtenir chez le rat d’accés 
{ébriles comparables 4 ceux observés chez le lapin. Une obser- 
vation semblable a été faite par Landy et Johnson [14], qui ont 
indiqué l’absence d’action pyrogéne de leur préparation purifiée 
d’antigéne O, chez le rat. 

Il faudrait, pour pouvoir expliquer ces différences de réaction, 
connaitre le mode d’action des substances pyrogeénes. 

Il semble bien que ces derniéres agissent par l’intermédiaire de 
facteurs nerveux et humoraux. 

L’action du systeme nerveux a été étudiée par de nombreux 
auteurs : 

Pinkston [419] a observé un retard et une inhibition partielle 
de la fiévre provoquée par le vaccin typhoidique, chez des chats 
sympathectomisés. 

Chambers, Koenig et Windle [20] ont recherché le réle du 
systéme nerveux central. Ils ont montré que la section de la 
moelle épiniére entre les vertébres cervicales et thoraciques 
empéche la réponse fébrile 4 lV injection de pyrogéne bactérien. 

D'autre part, Windle [47] a constaté que la surrénale, l’hypo- 
physe et la thyroide jouent également un rdle. 

Feldman et Gellhorn [24] ont trouvé que la destruction de la 
zone médullaire des surrénales empéche |’apparition de la fiévre 
chez les animaux inoculés avec du vaccin typhoidique et provoque, 
au contraire, une hypothermie. 

En dehors du réle de ces différents systémes, il existe aussi 
un facteur sanguin qui parait essenticl dans le développement de 
l’accés fébrile provoqué par les pyrogénes bactériens : le temps 
de latence qui s’écoule toujours entre l’injection de la substance 
toxique et l’apparition de la fiévre, d’une part, le fait que l’accés 
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fébrile comporte souvent deux clochers successifs, d’autre part, 
ont conduit 4 supposer que la fiévre est causée par la formation 
dans l’organisme d’un facteur endogéne secondaire, celui-ci pou- 
vant provenir soit des tissus lésés, soit des leucocytes qui dimi- 
nuent beaucoup dans le sang circulant de l’animal, trés rapide- 
ment aprés |’injection. 

En effet, Menkin [22], Bennett et Beeson [28, 24, 25, 26) ont 
montré le pouvoir pyrogéne de certains exsudats ou tissus et en 
particulier des leucocytes polynucléaires. 

Atkins et Wood [27], Fritze et Wendt [28] ont réussi a mettre 
en évidence |’existence d’un facteur endogéne secondaire présent 
une heure aprés l’injection de pyrogéne bactérien et absent, au 
contraire, trente minutes ou deux heures aprés cette injection. 

D’autre part, Farr et Le Quire [29, 30, 34] ont montré qu’il existe 
dans le sang ou le plasma un facteur (« serum factor ») qui 
diminue le temps de latence précédant la montée de fiévre et qui 
augmente la réaction fébrile. 

Grant et Whalen {82, 33], Hegemann [84] pensent que le « serum 
factor » se combine a |’endotoxine injectée pour former un pyro- 
géne endogéne. 

Ce « serum factor » est absent chez l’animal rendu tolérant 
par des injections répétées d’endotoxine [30, 35, 36], ce qui expli- 
querait l’allongement du temps de latence et la diminution consi- 
dérable de la fiévre chez ces animaux rendus réfractaires. 

Ce « serum factor » présent chez le lapin normal et absent chez 
V’animal accoutumé au pyrogéne bactérien n’est pas modifié par 
la cortisone, bien que celle-ci empéche l’accés fébrile [87]. 

En conclusion, |’étude comparée de l’influence de la toxine R2 
et de l’antigéne O Boivin sur la température des animaux, met 
en évidence de grandes similitudes d'action, mais aussi de nettes 
différences, et ne permet de conclure ni a une identité ni a une 
différence radicale entre les principes actifs sur la température, 
contenus dans ces deux endotoxines. 


RESUME. 


La toxine R2 extraite des formes « rough » de S. typhi injectée 
au lapin a faible dose (0,001 a 5 pg/kg d’animal) a un pouvoir 
pyrogéne comparable 4 celui de l’antigéne O (préparé selon Ja 
méthode de Boivin) étudié parallélement. ‘La dose minima pyro- 
géne de la toxine R2 est de 0,0005 yg/kg. Avec les faibles doses, 
on n’observe pas d’accés fébrile semblable chez les rats, ni avec 
la toxine R2, ni avec l’antigéne O. 

Les fortes doses de toxine R2 sont hypothermisantes chez le 
lapin (a partir de 20 wg/kg), chez le cobaye et chez le rat (a partir 
de 100 4 1 000 ug/kg). Au contraire, l’antigéne O, pour ces mémes 
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doses, et méme avec des doses trés fortes (jusqu’a 20 000 ug/kg) 
est toujours hyperthermisant chez le lapin, sauf de rares excep- 
tions individuelles, alors qu’il a chez le rat la méme action hypo- 
thermisante que la toxine R2. 


SUMMARY 


Srupies on Salmonella typhi Re roxin. 
B. — Errecr ON THE TEMPERATURE OF THE EXPERIMENTAL ANIMALS. 


Small doses (0,001 to 5 ug/kg) of R2 toxin (extracted from 
S. typhi R form) when injected into rabbits possess a pyrogenic 
activity similar to that of O antigen (extracted following Boivin’s 
method). The R2 toxin minimal pyrogenic dose is 0,0005 ug/kg. 
In rats no fever is induced by small doses either of R2 toxin or 
of O antigen. 

High doses of R2 toxin possess a hypothermic activity in 
rabbits (from 20 wg/kg) and in rats (from 100 to 1000 ug/kg). 
On the contrary, small and high doses of O antigen (up to 
20 000 pg/kg) always have a hyperthermic effect in rabbits (with 
a few individual exceptions), but possess in rats the same hypo- 
thermic activity as R2 toxin. 
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ETUDE IMMUNOCHIMIQUE ET ELECTROPHORETIQUE 
DES GLOBULINES DU BLANC D’CEUF. 


DENOMBREMENT ET PROPRIETES. 


(PREMIERE PARTIE.) 
par Marie KAMINSKI (*). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Microbienne, 
ét Ca Re Ss) 


Parmi les constituants protéiniques du blanc d’ceuf, les globu- 
lines ont été relativement peu étudiées. Les seules données posi- 
tives a leur sujet sont: la mise en évidence par Hektoen et 
Cole [4] (1) d’une euglobuline, par l’étude de sa spécificité immu- 
nologique (technique de précipitation interfaciale) ; la détermina- 
tion de la teneur du blane d’ceuf en ces constituants d’aprés les 
restes glucidiques par Sérensen [2]; la constatalion par Kuchel et 
Bate-Smith [3] que les eu- et les pseudoglobulines ont la méme 
teneur en glucides et en phosphore ; l’indication de l’existence de 
deux groupes de globulines de solubilité différente par Forsythe et 
Foster [4] a Voccasion du fractionnement du blanc d’ceuf par 
Yalcool. La distribution électrophorétique des globulines a été 
décrite par Longsworth, Cannan et Mac Innes [5]. 

Dans une publication antérieure {6] nous avons vu que le blanc 
d’ceuf et ses fractions précipitées par le sulfate d’ammonium 
a des taux inférieurs ou égaux a la demi-saturation contiennent 
des constituants antigéniques que nous avions identifiés aux 
globulines d’aprés les critéres de la littérature, a savoir : solubilité 
dans le sulfate d’ammonium et mobilité électrophorélique. Depuis, 
nous nous sommes attachée a4 mettre au point des techniques de 
mise en évidence et d’étude de ces constituants et a préciser leurs 
propriétés physiques, chimiques et immunologiques. 

Les méthodes d’analyse employées, aussi bien celles basées sur 
l’électrophorése que la précipitation spécifique en milieu gélifié, 


(*) Manuscrit recu le 20 janvier 1957. 
(1) La bibliographie paraitra avec la seconde partie du mémoire. 
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permettant l'étude des constituants non encore isolés d’un mélange 
complexe, nous avons pu analyser le milieu d’origine des globu- 
lines : le blanc d’ceuf, que nous avons comparé a ées fractions 
plus ou moins complexes, obtenues par différentes techniques 
physiques et chimiques. Le but poursuivi lors de ces fractionne- 
ments était l’enrichissement en globulines. Nous n’avons pas 
recherché la préparation de globulines trés purifiées car nous 
avons observé qu’une purification poussée s’accompagnait d’une 
forte baisse de rendement par suite d’insolubilisation irréversible. 

Tous nos résultats ont été comparés et discutés par rapport 
a ceux obtenus avec le blanc d’ceuf comme systeme de référence. 


MATERIEL 
A. — ANTIGENES. 


I. Buanc p’oeur. — Les blancs provenant d’ceufs frais sont homo- 
généisés dans un « Waring Blendor » A 10000 t/mn pendant cing 
minutes. Aprés centrifugation 4 15 000 t/mn (1,6.107 g), le surnageant 
clair est conservé, dilué ou non, & 0-4°, en présence de merthiolate 
de Na au 1/10000. La teneur en azote est déterminée par micro- 
Kjeldahl. Certains échantillons n’ont pas été homogénéisés. Nous 
avons utilisé la partie liquide, séparée par décantation de la partie 
épaisse. 


II. PROTEINES PURIFIZES DU BLANC D’oruF. — 1° Ovalbumine, préparée 
selon Sdrensen [7]: Ov. 

2° Conalbumine : a) préparation purifiée amorphe : CA Cohn [8] ; 
b) préparation ferrique cristallisée : CA Fe [9] (échantillon offert par 
R. C, Warner). 

3° Ovomucoide, préparé selon Frédéricq et Deutsch: OM. Nos 
préparations sont précipitées une seule fois par l’alcool [6, 10, 44]. 

4° Lysozyme, provenant de chez Armour et C®: Ly. 

5° Ovomucine, préparée a partir du culot de centrifugation du blanc 
d’csuf aprés homogénéisation. La masse blanche compacte est dispersée 
dans un volume de solution physiologique égal au volume du blanc 
d’ceuf initial pendant quatre 4 cing minutes au « Waring Blendor ». 
Le lavage consiste en une série de dispersions et de centrifugations 
a grande vitesse, alternées, répétées plusieurs fois jusqu’’d non-opales- 
cence de l’eau de lavage apres addition d’acide trichloracétique 
4 10 p. 100. Aprés une derniére dispersion, l’ovomucine est mise en 
suspension dans NaOH N/10. Une partie se solubilise ainsi. Voulant 
éviter des traitements plus drastiques, nous n’avons pas obtenu une 
solubilisation compléte. La solution est amenée a la concentration 
isotonique avec du CINa, puis neutralisée. La préparation finale est 
opalescente et peu concentrée : environ 1 p. 100 de protéines totales. 


III]. Branc p’orur ARtTiricmen iwcompLer [6, 10], préparé soit avec la 
conalbumine Ca Cohn : BIOA, soit avec la conalbumine Ca Fe : BIOI. 
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1V. PREPARATIONS D’OVOGLOBULINES. — 1° Ovoglobulines brutes ou 
totales. — Cette préparation est obtenue en ajoutant aux blancs leur 
volume de sulfate d’ammonium saturé. Aprés douze heures le pré- 
cipité est séparé par centrifugation 4 15000 t/mn. Le culot est repris 
par de la solution physiologique et dialysé. Aprés nouvelle centrifu- 
gation on obtient un liquide opalescent et parfois franchement laiteux. 
Les préparations d’ovoglobulines s’éclaircissent 4 la température du 
laboratoire et deviennent opaques @ froid. 

2° Ovoglobulines fractionnées. — Les fractionnements ont été faits 
soit & partir du blanc d’csuf soit a partir des ovoglobulines brutes. 
Nous avons tenté successivement : 


A. Précipitation répétée & 50 p. 100 de saturation en SO,Am,, en 
variant ou non Je pH. 
. Extraction par des tampons a pH acide. 
. Précipitation fractionnnée par SO,Am,. 
. Séparation des euglobulines et des pseudoglobulines. 
. Séparation des cryoglobulines. 
. Séparation par électro-dialyse et électro-convection. 
. Séparation par électrophorése en veine liquide, sur papier, en 
gélose. 


Qm”yamAoOwW 


A. Précipitation répétée a 50 p. 100 de saturation en SO,Am,. — 
Cette précipitation est effectuée 4 pH 6. Le précipité, appauvri en oval- 
bumine, est A chaque reprécipitation de moins en moins soluble, ce 
qui limite le nombre des opérations. Nous le faisons habituellement 
a trois reprises et le précipité final est repris dans le CINa 4 5 p. 100, 
ce qui permet une solubilisation presque compléte. 


B. Extraction par des tampons. — Ces préparations inspirées de 
Longsworth et coll. [5] ont été faites en employant successivement 
les tampons phtalate, Mac Ilvaine (citrate de Na-HCl) et Sérensen 
(phosphate de Na-acide citrique) de pH 3,95. Le rendement d’extrac- 
tion le plus faible a été observé pour le premier. Les culots non extraits 
sont insolubles dans l’eau et le CINa & 8,5 p. 1000. 


Les extraits obtenus sont concentrés par pervaporation (1) et dia- 
lysés dans le tampon phosphate isotonique de pH 7,6. Une partie du 
produit devient alors insoluble ; cependant, cette opération est néces- 
saire pour fournir des préparations pouvant étre employées a des réac- 
tions immunologiques et électrophorétiques. La préparation extraite 
par le tampon S6rensen s’est révélée la plus riche en globulines. 
Cependant, ces préparations étaient en général moins riches que les 
autres, et comme nous n’y avons pas décelé de constituants qualita- 
pe différents, nous ne décrirons pas les résultats obtenus avec 
elles. 


C. Précipitation fractionnée par le sulfate d’ammonium. — a) Pour 
effectuer une premiére séparation des fractions contenant des globu- 
lines différentes en proportions différentes, nous avons fait des préci- 


(1) Evaporation activée au moyen d’un ventilateur, & travers une 
membrane semi-perméable [44]. 
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pitations successives 4 partir d’une méme prise d’essai importante. Des 
fractions sont ainsi séparées, mais les résultats les concernant ne 
peuvent étre interprétés quantitativement, car la concentration en pro- 
téine a varié durant l’expérience. 

Les étapes du fractionnement ont été déterminées d’aprés le compor- 
tement de la précipitation: l’addition du sulfate d’ammonium est 
arrétée lorsque la quantité de précipité n’augmente pas. 

Le sulfate d’ammonium en solution saturée est ajouté lentement 
a la préparation tamponnée 4 pH 7,6, en mélangeant avec un agitateur 
mécanique. Le précipité formé est laissé douze heures au repos ; on 
le sépare ensuite par centrifugation. L’addition du sulfate d’ammo- 
nium au surnageant ne produit pas de précipitation immédiate. 

Nous avons vu que dans la zone de pH entre 5 et 7, la solubilité des 
protéines étudiées varie peu. 

Ces expériences ont montré que les fractions ainsi préparées, soit 
a partir du blanc d’ceuf, soit A partir des préparations d’ovoglobulines 
brutes, correspondent respectivement aux teneurs en sulfate d’ammo- 
nium trés voisines : la premiére précipite A 26 4A 28 p. 100, la seconde 
a 35 a 36 p. 100 et la suivante ne précipite de facon appréciable qu’a 
50 p. 100 de saturation. Dans le cas ot le matériel de départ était 
constitué par la préparation d’ovoglobulines brutes (fraction elle-méme 
précipitée entre 0 et 50 p. 100 de saturation en sulfate d’ammonium), 
on aurait pu s’attendre 4 ce que la totalité des protéines présentes 
soit précipitée aprés séparation de la troisiéme fraction. En réalité, 
nous avons constaté, au contraire, qu’une proportion trés importante 
de protéines restait encore en solution. (Ces préparations sont désignées 
« OG] > 50 p. 100 ».) Ce reliquat ne précipite pas lorsque le pH est 
modifié, mais uniquement lorsqu’on augmente la concentration en 
sulfate d’ammonium. 

Ce « retard » de la précipitation se produit aussi bien dans le cas 
des reprécipitations que pour des précipitations successives. Les 
« paliers » que nous observons en fractionnant, tout en traduisant 
Vhétérogénéité du mélange, peuvent étre dus 4 des phénoménes ana- 
logues. Par conséquent, nous avons adopté par la suite, pour notre 
fractionnement, des chiffres arbitraires, arrondis, comme concentra- 
tions en sulfate d’ammonium des fractions successives. 


b) Dans le but de pouvoir comparer ces fractions successives entre 
elles, nous avons effectué un fractionnement se rapprochant de 1’éta- 
blissement d’une courbe de relargage. Pour cela, des prises d’essai de 
volume identique de blanc d’couf, provenant de 60 ceufs, homogénéisé 
(cing minutes au « Waring Blendor ») et centrifugé 4 15000 t/mn, 
ont été précipitées par des quantités croissantes de sulfate d’ammo- 
nium. La solution saturée de SO,Am, était neutralisée par de l’ammo- 
niaque concentrée. 

Aprés vingt-quatre heures de contact les précipités sont centrifugés 
4 15000 t/mn. Les surnageants clairs sont reprécipités 4 leur tour 
chacun jusqu’d 50 p. 100 de saturation. 

Les précipités provenant de deux séries sont repris par du CINa A 
8,5 p. 1000. La solubilisation n’est cependant pas compléte dans ces 
conditions pour les précipités de la premiére série qui ne se dissolvent 
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que dans le CINa & 5 p. 100. Cette concentration n’étant pas compa- 
tible avec les conditions d’analyse, électrophorétique ni immunolo- 
gique, nous sommes obligée d’employer des préparations partiellement 
solubles. 

En ce qui concerne le rendement de ce fractionnement, sur 11 prises 
d’essai de 100 ml chacune, nous avons recueilli au total 6 g de pro- 
iéines ; nos fractions correspondent donc a environ 6 p. 100 de protéines 
totales du blanc d’couf. 


D. Séparation des euglobulines et des pseudoglobulines. — Les ovo- 
globulines ont généralement été considérées comme des euglobulines, 
c’est-a-dire des globulines insolubles dans |’eau. 

Nous avons constaté cependant, qu’aprés dialyse des préparations 
d’ovoglobulines totales contre de l’eau distillée et séparation du préci- 
pité, le liquide surnageant contient encore des globulines en quantité 
importante. 

Il en est de méme lorsqu’on soumet le blanc d’ceuf a la dialyse : 
on peut facilement se rendre compte que le précipité formé est loin 
de contenir toutes les globulines présentes initialement. 

a) Préparation : Les blancs privés d’ovomucine sont dialysés a 0° 
contre un grand volume d’eau distillée qu’on change toutes les douze 
heures. Aprés quarante-huit heures on recueille dans les sacs de dialyse 
un précipité volumineux. Pour enlever les protéines solubles entrainées, 
on le lave a l’eau distillée & plusieurs reprises (jusqu’& non-opalescence 
des eaux de lavage aprés addition d’acide trichloracétique 4 10 p. 100). 
Nous avons constaté qu’en dehors des pH neutres il n’y a pas d’autres 
zones de précipitation des euglobulines. 

Aprés lavage, le précipité est dispersé dans un petit volume de 
solution physiologique au « Waring Blendor », mais la solubilisation 
n’est que partielle. Une faible quantité de protéines peut étre extraite 
en alcalinisant faiblement cette suspension. Ces préparations, désignées 
« euglobulines @ », ne précipitent pas par addition de sulfate d’ammo- 
nium avant 45-50 p. 100 de saturation, ce qui les différencie des euglo- 
bulines du sérum. 

Le culot d’euglobulines peut également étre dispersé dans le tampon 
Sérensen, ce qui fournit des préparations faiblement concentrées, dési- 
enées « euglobulines S. ». On peut les dialyser contre de l’eau physio- 
logique, mais elles précipitent au contact de tampon phosphate. 

Une préparation (euglobulines L.) est constituée par l’extrait, avec 
le tampon Sérensen, du culot restant aprés extraction des euglobu- 
lines qm et 12 lavages 4 l’eau distillée (les eaux de lavage n’étant pas 
claires avant ce nombre). 

Dans le surnageant de la premiére précipitation des euglobulines on 
précipite des pseudoglobulines par addition de sulfate d’ammonium 
jusqu’s 50 p. 100 de saturation. Nous avons préparé soit des pseudo- 
globulines totales, soit fractionnées : 0 A 33 p. 100 et 33 A 50 p. 100. 

Les préparations des pseudoglobulines sont, une fois débarrassées du 
sulfate d’ammonium, dialysées contre de l’eau distillée pour s’assurer 
qu’il n’y avait pas d’entrainement des euglobulines. On obtient de 
cette facon un faible précipité qui contient surtout de l’ovalbumine 
et de la conalbumine et des traces de globulines, mises en évidence par 
précipitation en milieu gélifié. Ainsi, lors de la précipitation isoio- 
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nique, il se produit des entrainements importants des protéines 
solubles (V. schéma, p. 808). 

(6) Solubilité et stabilité des préparations d’euglobulines : Le préci- 
pité initial qui se forme a la dialyse est constitué par une masse épaisse, 
de consistance caoutchouteuse. Généralement, trois lavages par disper- 
sion suivis de centrifugation suffisent pour éliminer la majeure partie 
des protéines solubles, mais il en reste encore des traces incluses dans 
les mailles du précipité. Il est difficile de les éliminer complétement 
en raison de la structure du culot. 

Les préparations d’euglobulines, solubilisées dans la solution physio- 
logique et additionnées de CO,Na,, sont peu concentrées en protéines 
et doivent étre concentrées (par pervaporation). Ces solutions ne sont 
pas stables et un dépét se forme assez rapidement. 

Des essais de stabilisation et de solubilisation de ce dépdt par : 

g) addition de la sérumalbumine de cheval & 1 p. 100 dans l’espoir 
de reformer des complexes analogues 4 ceux pouvant exister entre ces 
constituants et Vovalbumine éliminée lors de la préparation, 

6) addition de glycolle jusqu’é la concentration 0,3 M, 

y) alcalinisation plus poussée (bicarbonate, 0,1 M) 
ont été infructueux. 

La solubilisation plus brutale par addition de NaOHN rend le produit 
non antigénique (in vitro), donc inutilisable. 

Le dépot formé dans nos préparations est cependant limité et habi- 
tuellement sa quantité reste stable aprés les premiers jours de conser- 
vation, 

E. Séparation des cryoglobulines. — Nous avons déja signalé l’aspect 
laiteux présenté a froid par les préparations d’ovoglobulines. Cette 
modification est réversible et les préparations exposées 4 la tempéra- 
ture du laboratoire reprennent en une & deux heures leur aspect 
légérement opalescent mais translucide. 

Nous avons youlu voir s’il existe parmi les protéines du blanc d’ceuf 
des produits analogues aux cryoglobulines du sérum, et nous avons 
entrepris un fractionnement dans ce but. 

Aprés trente minutes de centrifugation dans des tubes coniques 4 la 
vitesse de 4200 t/mn (3,9.10® g) 4 —10° (température a 1’intérieur 
de la centrifugeuse) on observe dans les tubes trois couches différen- 
ciées correspondant chacune & peu prés au tiers de la hauteur totale : 
en haut un liquide parfaitement limpide, au milieu une solution trés 
opalescente et au fond du tube un épais culot blanc. Les deux liquides 
ont été prélevés séparément ; quant au culot, les essais de solubilisation 
ont été sans succés. Il semble donc que ces produits deviennent inso- 
lubles irréversiblement quand ils sont séparés. 


F. Séparation par électro-dialyse et électro-convection. — Nous avons 
employé ces deux méthodes et nous avons obtenu des préparations enn 
chies en globulines. Cependant, comme le rendement et le taux d’enri- 
chissement n’ont pas été assez intéressants, nous ne décrirons pas les 
résultats obtenus avec ces préparations. 


G. Séparations électrophorétiques. — a) Dans lappareil de Tiselius : 
Nous avons obtenu, en pipettant séparément, dans une cellule 4 quatre 
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éléments, la fraction de téte (haut de la branche anodique), le mélange 
intermédiaire (bas de la branche anodique, fond de la cellule, bas de 
la branche catodique) et le mélange lent (haut de la branche catodique), 
des fractions qui nous ont permis [6], pour la premiére fois, de situer, 
par rapport aux constituants électrophorétiquement connus du_ blanc 
d’ceuf, les lignes observées lors de la précipitation spécifique en gélose. 

b) Electrophorése de zone : Des essais, faits sur papier et sur amidon 
(en cellule horizontale), de séparation et d’élution des globulines n’ont 
pas fourni de préparations intéressantes. 

c) Electrophorése en gélose : Pour obtenir par cette technique une 
quantité de produit suffisante, il faut faire migrer simultanément un 
nombre élevé d’échantillons. En effet, la couche de gélose étant rela- 
livement mince (4 4’ 5 mm d’épaisseur), le volume mis en jeu est 
limité. En ménageant une seule rigole transversale dans une plaque 
de 24 cm de large, on parvient & introduire 1,5 ml de préparation. 


Scnim, T. — Fractionnement du blanc d’ceuf. 


2S SR A ET SE SSE OEE LE SEE ITS 


Blanc d’ceuf homogénéisé, centrifugé 
| | 
P 
(Extraction des globulines) (Lavage, solubilisation) 
A ou B vy 
A B Ovomucine 


v 
(Dialyse contre de l'eau) 


Yy Pp 
(Addition de SO,Am, (Addition de SO,Am, (Lavage, solubilisation) 
jusqu’a 50 p. 100 de jusqu’a 50 p. 100 de 
saturation) saturation) 
U 


Ip We 
Ovoglobulines | |  Pseudoglobulines Euglobulines 
brutes oufractionnées yy totales ou fractionnées 


(Addition de SO,H, jusqu’a pH 4,8 
1B Ss 
(recristalliser 4 fois) (Addition de SO,Am, jusqu’a 


v 60 p. 100 de saturation) 
Ovalbumine 


R S 

Conalbumine brute (Dialyse contre de l’eau et 
(& cristalliser avec le fer) concentration par pervapo- 
ration simultanées jusqu’au 
volume initial du blanc 
d’couf, Addition de CCl,CO,H 
a 10 p. 100, volume a vo- 

lume). 


iS J 
(Addition de NaOH N (jeté) 
jusqu’éa pH 6. Addition 
de 2 volumes d’alcool, 
a froid). 
P S 
Ovomucoide (jeté) 


P = précipité; S = Surnageant. 
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L’élution doit se faire assez rapidement apres arrét du courant, pour 
éviter un mélange des constituants séparés consécutif & la diffusion 
libre. On découpe la plaque en tranches perpendiculaires a l’axe de 
la migration, épaisses de 3 mm. On préléve chacune séparément dans 
un tube 4 centrifuger, mais on laisse sur la plaque une bande de 
3 cm de large. Cette bande est fixée et colorée et ainsi on peut, d’aprés 
la position des découpes et des taches, repérer les tranches correspon- 
dant & un méme constituant électrophorétique. Celles-ci sont réunies 
et éluées ensemble. L’élution s’effectue en immergeant les morceaux 
de gel dans la solution physiologique pendant vingt-quatre heures. 
Le liquide doit recouvrir entitrement la gélose, mais le volume employé 
ne doit pas étre trop élevé. On extrait les protéines soit en pipettant 
soigneusement, soit en centrifugeant A froid. On répéte l’extraction 
4 deux reprises et on réunit les liquides obtenus pour Jes concentrer 
par pervaporation. 

L’éJution peut aussi se faire 4 l’eau distillée car il y a des sels 
dissous dans la gélose provenant du tampon. 


B. — ImMuNSERUMS. 


L’antigéne adsorbé sur une suspension d’alumine est administré 
a des lapins 4 raison de quatre injections intraveineuses de 0,5 ml la 
premiére semaine, de 1 ml Ja deuxiéme et de 2 ml la troisiéme ; la 
teneur du mélange en protéines est de 2 mg/ml pour les protéines 
purifiées et jusqu’a 10 mg/ml pour des mélanges complexes. 

Comme pratiquement peu de sérums sont suffisamment riches en 
anticorps pour des précipitations en milieu gélifié, dans le but de les 
concentrer, on précipite les y-globulines par le sulfate d’ammonium 
i 33 p. 100 de saturation. Nous arrivons A concentrer couramment les 
antisérums de quatre A cing fois. Ces solutions sont conservées a 1’état 
liquide, en présence de merthiolate de sodium a 1/10 000, a 0-4°. 

Au cours de ce travail, nous avons employé trois sortes d’anti- 
sérums : 

a) Sérums anti-blanc d’ceuf, ABO ; 

b) Sérums anti-ovoglobulines, AOGI ; 


c) Sérums anti-protéines purifiées : anti-ovalbumine, AOVj; anti- 
conalbumine, ACA et ACA Fe (soit avec la préparation amorphe, soit 
avec la préparation cristallisée avec le fer). 

Les sérums anti-ovoglobulines ont été préparés dans le but d’obtenir 
un antisérum réagissant mieux avec les ovoglobulines que le ABO. 
Afin d’avoir un point de repére constant, nous comparons toujours 
deux antisérums par rapport au blanc d’ceuf par précipitation en 
gélose. 

Tous les sérums ont élé préparés & plusieurs reprises 4 partir d’un 
nombre variable d’animaux (deux 4 dix par série). 

Enfin, Jes antisérums préparés en injectant soit des mélanges d’anti- 
eenes, soit des préparations antigéniques incomplétement purifiées, 
ont été soumis & des épuisements dans le but de les rendre plus 
spécifiques. 
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TECHNIQUES 
I, — ELEecrRopHORESE. 
le En veine liquide selon Tiselius, — L’appareil employé est de 


marque Focal avec le dispositif optique de Philpot-Svensson. Toutes 
les analyses ont été faites & +2° avec des gradients de potentiel de 
4 a 5 volts par centimétre et des durées moyennes de trois 4a quatre 
heures. 

2° Eleclrophorése sur papier. — Nous employons le tampon véronal 
(pH = 8,4 ; p = 0,1). La durée de passage du courant est de six heures ; 
le voltage est de 4 v/cm. La révélation est faite par le bleu de bromo- 
phénol. 

3° Electrophorése en gélose. — L’appareillage a été décrit par Grabar 
et Williams [42] & propos d’immuno-électrophorése. Nous employons 
le tampon véronal & pH 8,2; w = 0,05 dans les cuves et 0,025 dans les 
plaques ; la durée est de cinq heures sous 100 v. La technique de 
fixation et de coloration a été décrite par Uriel et Scheidegger et Uriel 
et Grabar [43, 44]. 

La nomenclature des taches est basée, par analogie, sur celle du 
sérum humain. En ce qui concerne le choix du colorant, nous avons 
constaté que les meilleurs résultats sont obtenus avec 1’amido- 
schwarz (2). Ce colorant réagit mieux avec les globulines en général 
et surtout avec Ja f,-globuline, que le bleu de bromophénol et beau- 
coup mieux que l’azocarmin qui ne colore presque pas ce constituant 
(tableau I). Le noir soudan colore trés faiblement la £,-globuline. 


Tastrau 1. — Réactions des diverses /-globulines. 


tache colorée par 
constituants amidoschwarz azocarmin soudan| d'immunoélectrophorése 


blanc d'oeuf 


Il. — ULTRACENTRIFUGATION. 


Une série d’ultracentrifugations analyliques a été exécutée grace A 
Vobligeance de M. le professeur Desreux & Lidge. 


(2) Bleu noir naphtol B « Geigy ». 
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III. — M&rnopes IMMUNOCHIMIQUES. 


1° Précipitation spécifique quantitative (en milieu liquide). 

Nous avons employé la technique de Heidelberger-Kendall. Les 
épreuves des surnageants ont été faites soit au moyen de l’épreuve du 
disque (ring-test), soit, et surtout, par précipitation en milieu gélifié. 

2° Précipitation spécifique qualitative par double diffusion en milieu 
gélifié, d’aprés le principe décrit par Ouchterlony [45]. 

Sur une plaque de verre nivelée on coule une couche de gélose de 
4-6 mm d’épaisseur, dans laquelle nous découpons des bassins rectan- 
gulaires de dimensions et dispositions variables [6, 10]. Une partie de 
la surface de la plaque de gélose est destinée au mélange de gélose et 
de sérum (habituellement, nous diluons le sérum trois 4 quatre fois). 
Les réservoirs pour les antigénes sont découpés dans la couche de 
gélose pure adjacente, assez rapprochés (5 mm) de la zone d’anticorps 
pour favoriser la formation des lignes de précipité dans celle-ci. Pour 
que Vimage soit suffisamment intelligible, il faut écarter les bassins 
d’antigénes entre eux d’au moins 1 cm. 

Ce procédé est surtout utile pour étudier de longues séries de prépa- 
rations, par exemple, des surnageants d’une courbe de précipitation. 
Sur une plque de 13 x 18 cm, on peut de cette facon examiner 
18 préparations disposées des deux cédtés d’une bande centrale du 
sérum mélangé & la gélose [40].. 

L’étude de l’épuisement progressif de certains constituants et la véri- 
fication de leur identité par comparaison avec des préparations purifiées 
sont ainsi faites directement (pl. II, seconde partie du mémoire, 
it paraitre dans le numéro de juillet). 

Enregistrement des résultats. — Pour lenregistrement photogra- 
phique, nous opérons par contact en obtenant directement des positifs 
sur papier ultra-dur. 

Nous effectuons l’exposition sous une couche d’eau pour égaliser les 
défauts de surface de la gélose. 


IV. — ImMMUNO-ELECTROPHORESE. 


Pour analyser un mélange d’anligénes, il faut, autant que possible, 
disposer d’un antisérum contenant des anticorps envers tous les consti- 
tuants du mélange étudié. En épuisant l’antisérum avec un des anti- 
genes du mélange, disponibles 4 l’état purifié, on peut identifier ce 
constituant en comparant les lignes formées dans la réaction avec 
l’antisérum total et épuisé ; dans ce dernier cas, la ligne correspon- 
dante fera défaut. 

Il est également trés utile d’avoir des antisérums contre des consti- 
tuants isolés. Ainsi, si on dispose de sérums spécifiques envers le 
constituant migrant le plus rapidement et celui migrant le plus lente- 
ment, on peut encadrer la bande de gélose ot a eu lieu la séparation 
lectrophorélique et caractériser plusieurs antigénes a la fois. 

Dans le cas de constituants de mobilité intermédiaire, on peut 
découper dans la gélose, 4 proximité de la ligne que nous voulons 
identifier, un petit réservoir, dans lequel on met T ou IL gouttes de 
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Vantigéne présumé, en solution concentrée, La dissolution locale de 
la ligne sous l’influence de l’excés d’antigéne permet l’identification 
de celui-ci [416]. 


RESULTATS (8) 
I. — R&suLTATS ELECTROPHORETIQUES. 


A. ELECTROPHORESE EN VEINE LIQUIDE. — ‘Les analyses des 
diverses préparations d’ovoglobulines brutes (précipitées une ou 
deux fois 4 50 p. 100 de saturation en sulfate d’ammonium) mon- 
trent un léger enrichissement en globulines par rapport au blanc 
d’ceuf : 12-15 p. 100 contre 8-9 p. 100. 

Les fractions précipitées entre 25 et 45 p. 100 de saturation en 
sulfate d’ammonium présentent un pic de globulines important, 
souvent asymétrique et assez mal séparé de celui de la conalbu- 
mine. Il correspond & environ 60-70 p. 100 de protéines totales 
de la fraction étudiée. 

Le pic analogue, présenté par des préparations des pseudo- 
globulines, est plus symétrique et micux séparé de la conalbu- 
mine. 

Les préparations d’euglobulines n’ont pu étre analysées, 4 cause 
de leur faible concentration en protéines solubles. 

Les fractions précipitées 4 plus de 40 ou 50 p. 100 de saturation 
en 50,Am, sont pauvres en globulines. 

La comparaison des diagrammes d’électrophorése du_ blanc 
d’ceuf total et du surnageant obtenu aprés centrifugation des 
euglobulines n’a montré aucune différence perceptible. 


B. ELecrtropHORESE suR PAPIER. — Les constituants ont été 
identifiés d’aprés leurs positions respectives comparativement 
a Vanalyse du blanc d’ceuf et par caractérisation aprés élution. 

1° Les fractions précipitées entre 25 et 45 p. 100 de SO,Am,,. 
ainsi que les pseudoglobulines, forment deux taches intenses dont 
lune correspond a l’ovalbumine et l’autre aux globulines et a la 
conalbumine. Une troisiéme tache, située loin en arriére, corres- 
pond au lysozyme. 

Les fractions précipitées & plus de 45 p. 100 de SO,Am, for- 
ment une trés faible tache des globulines séparée de celle de la 
conalbumine. 

2° ‘Les euglobulines : Dans l’ensemble, les préparations d’euglo- 
bulines comptent parmi les plus pauvres en globulines propre- 


ment dites. Ces préparations donnent une nette trainée de lyso- 
zyme. 


(3) Pour ne pas surcharger le texte nous indiquons seulement le 
résumé des principaux résultats. 


i 
| 
: 


I YUItdxXo SUOLI]UVIU0I sop RB UNTUOMUIe,p ay aed 
SOPUUOTJILAJ SOUL[NGO[SoAo,p suorjvavdgad sop osopps usa osqaoydosjoata saude ‘zivemyosopru,| aed Sogto]oo ‘sayouy, — *][ “vhf 


pos st . 10S. 109-542 . JOS-S 


Lom-0 4526-0 %5E-0 fsze-0 0-0 
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C,. ELecrropuorisE EN GELosE..— 1° Les diverses taches des 
globulines : Suivant la préparation analysée et le colorant 
employé, on n’observe pas les mémes taches. Ainsi les prépara- 
tions d’ovoglobulines forment deux taches, généralement inten- 
sément colorées et ayant une forme réguliére. Le blanc d’ceul 
ne forme aucune de ces taches mais en forme une, d’intensité 
moyenne ou faible, de forme légérement allongée dans le sens 
du courant et correspondant & une mobilité intermédiaire par 
rapport aux taches précédentes. 

D’aprés leur emplacement, nous appelons ces différentes taches 
respeclivement B, et B, (celles formées par les préparations d’ovo- 
globulines), et B, (celle formée par le blanc d’ceuf) fpl. I, fig. 1 
et tableau I]. Cette derniére, malgré son contour irrégulier. 
semble homogéne, et en particulier, nous n’avons pas observé 
quelle se dissocie en fonction de la concentration de l’échantillon 
analysé. 

2° Coloration a Vemplacement du réservoir (pl. I, fig. 1 et 2: 
fig. 1): Dans le cas des préparations contenant des quantités 
importantes de B, et B,, intensité de chaque tache semble compa- 
rable & celle de Vovalbumine et plus forte que celle de la conalbu- 
mine. Ces globulines prennent done relativement mal la colora- 
ilon, puisque l’électrophorése en veine liquide a montré que les 
globulines constituent 60 & 70 p. 100 de ces préparations, alors 
que la teneur en ovalbumine est inférieure a 20 p. 100. Il faut 
cependant tenir compte de la coloration a l’emplacement du 
réservoir, souvent intense. 

Ces colorations sont de deux sortes: uniforme sur toute la 
surface, ou formant une demi-lune dirigée vers le pdle négatif. 

La premiére. traduit Vexistence de produits immobhiles, soit 
déplacés par le courant dans la méme mesure que par |’ électro- 
endosmose, de sorte que les deux mouvements s’annulent, soit 
déenaturés et insolubles. 

Il est actuellement difficile de dire si ces produits proviennent 
uniquement des constituants globuliniques. 

La formation d’une plage colorée du cété négatif du réservoir 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Comparaison des taches, colorées par Vamidoschwarz apres €lectro- 
phorése en gélose ect des lignes d’immuno-électrophorése, révélées par les sérums 
anti-blane d’ceuf et anti-ovoglobulines, formées par le blanc d’ceuf (a gauche) 
et par une préparation d’ovoglobulines (a droite). Les photographies des plaques 
dimmuno-électrophorése ont été prises aprés trois jours d’évolution. 


Fic. 2. — Formation, en fonction du temps, des lignes des 4,-globulines, et du 
lysozyme & Vimmuno-électrophorése, Révélation par le sérum anti-ovoglobulines. 
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est due au lysozyme qui se trouve retenu par la gélose dans sa 
migration [410]. Les quantités faibles de lysozyme précipitent sur 
le bord négatif du réservoir lui-méme, alors que les quantités plus 
importantes sont partiellement déplacées. La hauteur de la lan- 
guette colorée est ainsi fonction de la teneur de la préparation 
en cette protéine. 

3° Préparations fractionnées : La comparaison des ovoglobu- 
lines précipitées entre 0-40 p. 100 et 40-50 p. 100 de saturation 
en SO,Am, montre que le constituant prédominant de la premiére 
est la Bp, et de la deuxiéme la £,. La préparation OGI > 50 p. 100 
forme seulement une faible tache de p, a cété des taches intenses 
d’ovalbumine et de conalbumine. 

‘Les constituants globuliniques prédominants des préparations 
des pseudoglobulines sont la B, et la By. 

Parmi nos préparations d’euglobulines, les unes ne donnent 
aucune coloration nettle a emplacement des globulines, les autres 
forment une tache de a, et une trainée de B, en plus des traces 
de conalbumine, ou méme ne forment aucune tache visible. 

4° Fractions de relargage (fig. 1) : Chaque préparation forme 
4 taches principales : ovalbumine (2 taches confluentes [{47]), 
B,-globuline, £,-globuline et conalbumine. Le réservoir d’origine 
est fortement coloré et la plage du lysozyme est visible, surtout 
pour les fractions primaires. De plus, on voit des taches en forme 
de croissant, analogues par leur emplacement aux taches des 
lipoprotéines sériques. Cependant, la coloration par le noir soudan 
n’a pas révélé de lipoprotéines au niveau des o-globulines. 

Une nette évolution s’observe dans la composition des prépa- 
rations au fur et & mesure du fractionnement. Ainsi, la p, se 
trouve A l’état de trace dans les premiéres fractions jusqu’a 
0-32,5 p. 100. La tache correspondante s’intensifie progressive- 
ment et A partir de 0-42,5 p. 100 elle est aussi intense que celle 
de la conalbumine. Elle est particulicrement forte pour les frac- 
tions complémentaires. 

La tache de la £,, relativement faible dans les deux premiéres 
fractions, devient intense dans les fractions suivantes et égale- 
ment dans les fractions complémentaires. 

Les a-globulines semblent absentes de ces derniéres fractions. 

La teneur des fractions primaires en lysozyme augmente cons- 
tamment avec la concentration croissante en sulfate d’ammonium. 

Dans l’ensemble, ces résultats indiquent, d’une part, que les 
globulines du blanc d’ceuf sont relativement solubles dans le 
sulfate d’ammonium et, d’autre part, que la composition des 
différentes fractions est sensiblement différente de celle qu’on 
pouvait, a priori, prévoir par analogie avec le sérum. En effet, 
nous voyons que les fractions précipitées jusqu’au tiers de satu- 
ration en sulfate d’ammonium sont constituées essentiellement par 
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lovalbumine et la conalbumine, réputées solubles dans ces condi- 
tions, tandis que les globulines n’apparaissent en quantités appré- 
ciables qu’au-dela du tiers de saturation. Ce fait est surtout 
marqué pour la p,, ne précipitant abondamment qu’a partir de 
42.5 p. 100. 

Les fractions les plus riches en f-globulines en général se 
trouvent parmi les fractions primaires, celles précipitées entre 
0-40 p. 100 et 0-50 p. 100, et toutes les fractions complémentaires. 


II. — R&suLTATS DE L’ ULTRACENTRIFUGATION. 


Une série de préparations a été centrifugée a la vitesse de 
60 000 t/mn pendant des temps variant de soixante-douze a cent 
quatre minutes. 

Maleré la complexité des préparations a analyser, il semble 
certain que des constituants 4 constante de sédimentation élevée 
(S non corrigé = 10,7; 12; 15,6; 18) existent dans les prépara- 
tions riches en globulines, tandis que les préparations pauvres 
ou dépourvues de ces constituants ont des constantes de sédimen- 
tation faibles. 


A PROPOS DE LA FIXATION BIOLOGIQUE 
DE L'AZOTE ATMOSPHERIQUE ET DE LA NUMERATION 
DES CLOSTRIDIUM F\IXATEURS DANS LES SOLS 


par J. AUGIER (*) 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Le probleme de la fixation de l’azote atmosphérique par lcs 
sols a suscité de trés nombreux travaux. Certains auteurs se sont 
attachés 4 isoler les microorganismes capables de fixer l’azote 
pour étudier leur physiologie, d’autres ont travaillé sur la terre 
totale dans le but d’étudier l’écologie de la fixation. 

De l'ensemble de ces travaux, il s’est dégagé deux faits prin- 
cipaux : 

1° La fixation de azote atmosphérique est le résultat de l’iacti- 
vité de deux groupes de germes, les uns aérobies représentés par 
les Azotobacter et les Beijerinckia principalement, les autres ana- 
érobies représentés surtout par les Clostridium (sans parler des 
algues dont il ne sera pas queslion ici) ; 

2° Le nombre et le rendement des uns et des autres ne rend 
pas compte de la quantité d’azote fixé par les sols. 

Par contre, il y a assez peu de travaux sur l’influence du rH (4) 
vis-a-vis de ces divers microorganismes et la tendance générale 
est de croire quil y a d’un cdté les aérobies représentés par 
les Azotobacter (et d’autres de moindre importance) et de l’autre 
les anaérobies, les Clostridium principalement. 

Certains auteurs [1] ont cependant déja montré qu’il existait des 
Azotobacter tolérants & une certaine anaérobiose, tout au moins 
en présence de calcium, et qu’inversement, il y a des Clostridium 
assez tolérants vis-a-vis de l’oxygéne [2]. 

Au cours de divers essais ot nous cherchions a préciser le 
pouvoir fixateur aérobie et anaérobie des sols, deux faits se sont 
dégagés, a savoir: qu'il existe d’autres germes que les Clostri- 
dium capables de fixer l’azote en anaérobiose, et que la fixation 
de l’azote est possible & tous les rll. Nous verrons que de 
l’ensemble de ces observations il nous sera possible de préciser 
les conditions permettant d’effectucr des numérations de Clostri- 
dium. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1957. 
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I. — OnsreRVATIONS EN FONCTION DU rH. 


a) Rappen recunique. — II est classique depuis Winogradsky [4/ 
de rechercher dans les sols la présence d’Azotobacter par la 
méthode des grains de terre sur plaque de silico-gel au pyruvate 
et les Clostridium par la méme technique sur plaque de silico-gel 
au glucose en placant ces derniers dans une cloche sous 10 cm 
de pression et en présence de pyrogallol sodique. 

Plus récemment, Tchan [5] et nous-méme [6] avons proposé de 
dénombrer les Azotobacter contenus dans un sol en ensemencant 
un milieu électif liquide avec des dilutions-suspensions de terre 
et de noter les tubes ot se forme le voile caractéristique des 
Azotobacter. A l’aide d’une table on peut déterminer le nombre 
d’Azotobacter par gramme de terre. 

Pour les Clostridium, la culture en milieu liquide est peu 
employée [7, 10]. A notre connaissance, il n’existe pas de méthode 
précise de numération des Clostridium en milieu liquide. C’est 
Yun des buts de cette note de préciser les conditions nécessaires 
a ce type de numération. 


b) REMARQUE FAITE LORS DE L'EMPLOI DE CES TECHNIQUES. — 
1° Sur plaque pour Azotobacter. — Nous avons pu constater, 
fait déja signalé par les auteurs, que dans le développement 
muqueux des Azotobacter entourant certains grains il n’était pas 
rare de trouver des Clostridium fixateurs. 

2° Sur plaque pour Clostridium. — A la suite de nombreux 
auteurs, nous avons souvent remarqué la présence d’Azolobacter 
dans les colonies de Clostridium entourant certains grains de 
terre. 

3° En milieu liquide pour Azotobacter. — On constate presque 
toujours dans les premiers jours un dégagement de gaz généra- 
lement aux trois premiéres dilutions, avec une tendance a l’acidi- 
fication du milieu et une certaine odeur butyrique. Un examen 
sur lame permet de constater que ces tubes renferment des 
Clostridium (le voile d’Azotobacter se forme par la suite, ce 
dégagement de gaz ralentissant sa formation). 

4° En milieu liquide pour Clostridium. — Ce milieu sera décrit 
en détail plus loin. 

Nous avons pu constaler, rarement d’ailleurs, mais le fait est 
certain, qu’il pouvait se développer des Azotobacter dans ce 
milieu, méme s’ils étaient placés sous une cloche remplie d’azote. 
Comme il reste un peu d’oxygéne, le développement d’Azotobacter 
dans quelques rares cas s’est montré possible. Si les tubes sont 
placés sous une cloche en présence du pyrogallol sodique, le fait 
est un peu plus net. Il est également possible d’obtenir des 
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cultures de Clostridium, en milieu liquide, en scellant simplement 
Yextrémité du tube au chalumeau, la flamme abaissant suffisam- 
ment la tension d’oxygene. Dans ces conditions, il arrive égale- 
ment qu'il y ait proliferation d’ Azotobacter. 

On voit done qu’il existe, pour les Azotobacter, un gradient de 
rH permettant leur culture en milieu semi- anaérobie ; d’ailleurs, 
Parker [8] et Wyss et coll. {3] ont montré que le rendement de 
fixation des Azotobacter était meilleur en semi-anaérobiose. De 
méme, il existe un gradient inverse pour les Clostridium qui se 
montrent capables de fixer azote atmosphérique en présence de 
tension d’oxygéne voisine de l’anaérobiose. ‘La fixation de l’azole 
est donc possible & tous les rH. 


II. — AuTRES SOUCHES FIXATRICES. 


Nous avons voulu mettre 4 profit ces constatations, et en parti- 
culier la gamme des rH possibles pour Clostridium, en essayant 
de mettre au point une technique de numération de ces derniers 
analogue a celle déja utilisée pour les Azotobacter (voir plus loin). 
C’est au cours de ces essais et des vérifications microscopiques 
effectuées sur chaque tube que nous nous sommes apercu de la 
présence d’autres germes fixateurs sporulés qui sont soit des 
Plectridium, soit des Bacillus. 

1° En milieu liquide pour Clostridium. — Nous allons voir que 
ce milieu est ensemencé par des dilutions-suspensions de terre et 
qu'un test approprié permet de dire quels sont les tubes qui 
renferment des Clostridium. L’examen microscopique de chaque 
tube a montré que, dans les tubes ensemencés par des dilutions 
suffisamment élevées pour ne plus renfermer de Clostridium, on 
rencontrait souvent un autre germe bacillaire et sporulé. I] s’agil 
d’une spore terminale, ronde, plus grosse que le bacille donnant 
Vaspect classique en épingle. Ce germe se montre fixateur d’azote 
puisque les dosages effectués dans les tubes ot il est présent 
donnent le chiffre de 6,8 mg d’azote par litre de milieu. Cette 
fixation n’est pas trés importante mais existe néanmoins. 


2° En milieu liquide pour Azotobacter. — Au cours de numé- 
rations faites dans le but de déterminer le nombre d’Azolobacter 
dans une terre, il nous est arrivé de trouver, dans deux échan- 
tillons de sols d’Afrique du Nord, les mémes germes que précé- 
demment. Les dosages effectués montraient une fixation du méme 
ordre que celle signalée plus haut. 

Nous pensons donc que, la aussi, pour ce germe la fixation de 
l’azote almosphérique peut se faire sur une gamme trés étendue 
du rH. Donec, la encore, la fixation de V’azote est possible 4 tous 
les rH. 
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II]. — Numiration ves Clostridium. 


a) TENTATIVES ANTERIEURES. — Jensen, en 1951 [9], a proposé 
un milieu au bouillon de pomme de terre, ensemencé par des 
dilutions-suspensions de terre ; aprés huit jours d’étuve a 28°, les 
tubes sont examinés. Les tubes positifs montrent des bactéries se 
colorant en bleu par l’iode. Meiklejohn [40] a utilisé cette tech- 
nique et l’a trouvée trés imprécise. 


b) PRINCIPE DE NOTRE METHODE. — A l'aide de suspension de 
terre, on ensemence cing tubes de milieu par dilution, a raison 
de 1 ml par tube. Le milieu est réparti a raison de 10 ml dans 
des tubes de 17, contenant une petite cloche pour apprécier le 
dégagement de gaz. Selon le cas le milieu contient ou ne contient 
pas d’indicateur de rH. Ces tubes sont placés a l’étuve a 30°, 
dans différentes conditions que nous allons préciser. 


c) Composition pu mILieu. — La source de carbone utilisée est 
le glucose, substance connue pour ¢tre favorable aux Clostridium. 
Il est probable que les hémicelluloses constituent également une 
bonne source de carbone. Nos essais 4 ce sujet sont encore en 
cours. 

Le milieu est, en outre, légérement tamponné pour éviter une 
baisse trop rapide du rH. Les cultures nous ont paru meilleures 
dans ces conditions. 

La présence d’extrait de terre dans le milieu est indispensable, 
la sensibilité du milieu étant ainsi bien meilleure (en effet. 
Jensen [7] a précisé qu’en milieu purement synthétique un faible 
pourcentage seulement de Clostridium était capable de pousser). 
Le réle des oligo-éléments est le méme que pour les Azotobacter, 
aussi les avons-nous introduits de la méme maniére que pour 
ceux-ci [6]. 

Enfin, lorsqu’il est nécessaire d’introduire un indicateur de rH, 
nous prenons la phénosafranine, soit 8 ml d’une solution de phéno- 
safranine 4 2 p. 1 000, pour 1 1 de milieu. 

La formule est donc : 


Solution de phosphate monopotassique & 1 p. 100 ........ 75 ml .- 
Soudes«décinorniale’ ct was say soes chs eerie eer eer 33 ml 

GUC OSE = er. Seretoyete iss cidhe (orotjeis sere toteye sassereeis phar iere oi ei aie eee ee 10 g 

Strait mer tennre, wvea ccc stele cicicte clea cterareciee tere cea eereee rete 10 ml 
Solution tdoligo-élémentsi[]) see. meeire cision erecta races 1 ml 
Solution des Winopradslcyesc titers rete cele tee eee aieenine 50 ml 
Carbonate. de xealciuinn. ge. opyeter ote surerercrtel enter eeraiats 0,05 mg 
HavioGistillees Facsverei ian. ciatersrssteseyscte eishow eae senior q.s-p. 1600 ml 


Répartir en tubes de 17, contenant chacun une cloche pour 
recueillir les gaz dégagés, 10 ml de milieu par tube ; stériliser 
a 100° pendant vingt minutes. 
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d) MiérHope pe cuLture. — Les tubes une fois ensemencés sont 
mis a l’étuve a 28°-30° : 

1° Soit en les plagant sous une cloche dans laquelle on fait 
le vide et ramenée a pression ordinaire par introduction d’azote. 

2° Soit en les plagant sous une cloche dans laquelle on dispose 
au fond d’une boite de Petri un mélange de pyrogallol et de 
potasse. On fait le vide jusqu’a ce que la pression intérieure soit 
de 20 cm de mercure. 

3° Plus simplement encore, on peut sceller l’extrémité des tubes 
de maniére a ce que la flamme introduise des gaz de combustion 
dans le tube. Dans ce cas il est préférable de répartir le milieu 
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0 2 5) 4 =) 6 if 


TERRE IP 


-~ 
ee 
bat) 


Fic. I. 


dans des tubes de 22 (la réserve d’azolte est plus grande). Il est 
méme possible, en tubes de 17, de ne pas sceller les tubes, ou, 
en tubes de 22, de simplement les boucher au caoutchouc. 

Ces trois méthodes donnent sensiblement le méme résultat, 
bien que la premiére soit en principe la plus rigoureuse. La troi- 
siéme est la plus commode et surtout la seule qui permette de 
suivre jour par jour |’évolution de chaque tube. Dans ce cas il 
est possible de tracer une courbe représentative du phénoméne 
en fonction du temps et des dilutions par une méthode analogue 
a celle utilisée pour les techniques en dilution [44]. Le calcul des 
D50 se fait par la méthode que nous avons indiquée [42] d’aprés 
celle de Reed et Muench [43] (voir fig. 1). Dans le cas des deux 
premiéres méthodes, les lectures se font les quinziéme et trentiéme 
jours. 
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e) Test DE LECTURE ET NoMBRE DE Clostridium. — Parmi les 
différentes propriétés des Clostridium, a savoir: dégagement 
abondant de gaz, production d’acide butyrique, baisse du rH, 
baisse du pH, deux seulement se sont montrées utilisables : la 
baisse du rH au-dessous de 7,2 mesurée par le virage de la phéno- 
safranine, et la production de gaz appréciée par le volume dégagé 
dans les cloches placées dans chaque tube. 

1° Pour le dégagement de gaz, il faut prendre comme test un 
dégagement suffisant. I] doit y avoir une hauteur d’au moins 5 mm 
de gaz dans la cloche. Des dégagements plus petits correspondent 
& un début de fermentation dQ a des germes quelconques pous- 
sant grace aux traces d’azote contenues dans le milieu. 

2° Pour la baisse du rH c’est la phénosafranine qui s’est 
montrée le meilleur indicateur. En outre, signalons que le rouge 
de phénol est décoloré par les Clostridium et plus ou moins com- 
plétement par les Plectridium ; il y a malheureusement pour ces 
derniers certaines discordances. L’addition de vert de bromo- 
créso] aux tubes en fin de culture (trentiéme jour) est, semble-t-ul, 
un meilleur test pour les Plectridium. Les tubes ne renfermant 
pas de Plectridium sont verts, les autres sont jaunes. 

3° La double lecture du dégagement de gaz et du virage du 
rouge de phénol permet d’avoir a la fois le nombre des Clostri- 
dium de Vordre de grandeur du nombre des Plectridium. 

4° Le nombre des germes est déterminé 4a l’aide des tables de 
Hoskins [44] et de Mac Crady [45) qu’on peut trouver dans diverses 
publications [46, 44, 47]. 


f) Résuttats. — 1° Veérification. — Les tubes contenant suffi- 
samment de gaz ou ayant un rH inférieur 4 7,2 renferment des 
Clostridium quwil est possible de retrouver au microscope. Dans 
de rares cas seulement (tubes limites), il est trés difficile ou 
impossible de les retrouver au microscope, la culture étant trop 
maigre. Nous les considérons néanmoins comme positifs, leur 
position par rapport aux autres étant statistiquement logique (il 
s’agit de tubes ayant recu une quantité limite de Clostridium). 

Des vérifications microscopiques faites en fonction du temps 
ont également permis de voir que les Plectridium sont d’appa- 
rition tardive par rapport aux Clostridium, bien que leur nombre 
soit en général plus élevé. En outre, il est trés rare de trouver 
des tubes renfermant a la fois Clostridium et Plectridium ; c’est 
pourquoi, si les Plectridium sont les moins nombreux, il est 
impossible de les dénombrer car ils sont, dans ce cas, toujours 
masqués par les Clostridium. On rencontre ces Plectridium dans 
les tubes au rouge de phénol tardivement ou partiellement déco- 
lorés. Pour trouver les Plectridium il faut souvent attendre trente 
jours et toujours plus de quinze jours. 
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2° Quantité d’azote fixée par tube. — Les tubes renfermant des 
Clostridium montrent une nette fixation de l’azote qui est de l’ ordre 
de 32 mg par litre de milieu pour les tubes ayant commencé leur 
culture das les premiers jours. Ceux dont la croissance a démarré 
tardivement, c’est-a-dire ceux qui sont au voisinage de la dilution 
limite, ont fixé moins d’azote, environ 14 mg par litre de milieu. 


Les tubes renfermant des Plectridium, nous l’avons vu, renfer- 
ment encore moins d’azote fixé, environ 6,8 mg par litre de milieu. 


Quelques exemples : 


a) Avec des terres voisines de la neutralilé : 


Terre T: 
AUxeee premieres: (dilutions emyecieacs cere ee aniee 5 tubes sont positifs 
Amlomcculibione (LO => aisvenwstta ernest er iee ere 2 tubes positifs 
1S Teo rib ed Ue ae omas newb oe douea a oso 1 tube positif. 
La table donne 7.104 germes par gramme. 
TeRRee le Po 
Aux trois’ premieres dilutions ............--. 5 tubes sont positifs. 
IN xe Glia all ean ooo bona mene aoonenE sce 1 tube positif. 
AP lawrailttion: L099. sstacts ners ocriit soos oe 0 tube positif. 
La table donne 3,5.103 germes au gramme, 
Terre B;: 
Aux “trois premieres, (dilutions: <2)... +) 5 tubes sont positifs. 
AQ amedalution G2) even uyaicny: ict etree) sional 3 tubes positifs 
INsNey Chine Wl rons oaconsuacososcenonnor 1 tube positif. 
iS Thro DO Sais on ee coe Dom anos en aed 1 tube positif. 


La table donne 14.103 germes au gramme. 


b) Avec des terres acides : 


TERRE N° 5: 


1 tube positif a la dilution 10—1. 
Dans ce cas on conclura: présence. 


TerRE n° 17: 


5 tubes positifs 4 ]0—1. 
2 tubes positifs 4 10—2. 
0 tubes positifs 4 10—%. 


La table donne 5.101 germes par gramme. 


c) Si les résultats sont bons avec les terres neutres, la lecture 
en est facile ; avec les terres acides les tests sont bien moins nets 
et la lecture des résultats est difficile, surtout a la dilution 10—* 
ot. le dégagement gazeux est souvent inférieur 4 5 mm. Nous 
pensons que ceci est dQ a la présence, dans ces terres, de sub- 
stances empéchantes. C’est pourquoi la dilution 10—* est la moins 
nette. 


Or 
ray 
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CONCLUSION. 


La fixation de l’azote est un phénoméne biologique qui présente 
une grande souplesse d’adaptation au milieu. Avec des rendements 
certes différents, a l’aide d’agents microbiens variés, toutes les 
terres sont capables de fixer de l’azote quel que soit leur rH. 
Les Clostridium semblent bien étre de tous les fixateurs ceux qui 
ont la plus grande tolérance vis-a-vis du rH et du pH, c’est 
pourquoi on les trouve dans toutes les terres. Leur nombre peut 
étre plus ou moins grand, mais ils sont toujours présents. C'est 
pourquoi nous avons pensé qu’il était intéressant de préciser les 
conditions dans lesquelles il était possible de les dénombrer. 


SUMMARY 


ON THE FIXATION OF ATMOSPHERIC NITROGEN AND THE NUMERATION 
OF NITROGEN FIXING Clostridia IN SOIL. 


Nitrogen fixation is a biological phenomenon, which easily 
adapts itself to the environment. Any soil, whichever its rH, is 
able to fix nitrogen, although with different yields and through 
different germs. Clostridia appear to possess the greatest tole- 
rance towards the rH and pH, hence they are found in every 
soil; they are more or less numerous, but they are always 
present. 
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FACTEURS VITAMINIQUES 
DE CROISSANCE DES CANDIDA 


par E. DROUHET et M™* M. VIEU (*) 


(Institut Pasteur, 
Service de Mycologie et de Physiologie Végétale) 


Les besoins en facteurs de croissance vilaminiques de différentes 
souches de collection de Candida ont été étudiés par Schopfer [4], 
Burkholder |2, 3] et Rogosa [4]. Ces études ont montré pour 
certaines especes des besoins en différentes vitamines du com- 
plexe B, particuli¢rement la biotine et la thiamine. 

Nous avons repris l étude des exigences vitaminiques des 
Candida en nous adressant a de nombreuses souches de la méme 
espéce, mais isolées uniquement de prélévements pathologiques 
liumains. La fréquence des infections 4 Candida (Monilia) a aug- 
menté considérablement depuis l'emploi prolongé de hautes doses 
d’antibiotiques 4 large spectre, et certains auteurs [5] ont invoqué 
une relation entre les antibiotiques, les carences vitaminiques et 
le développement in vivo des Candida. Une étude des besoins 
vitaminiques des souches isolées dans les cas de mycoses & Candida 
survenant apres anlibiothérapie, comparativement avec l'étude des 
souches de collection, s’imposait. D’autre part, il était intéressant 
d’établir s’il y a ou non une relation entre les besoins en vita- 
mines des Candida et leur position systématique. 

Les recherches préliminaires que nous avons publiées en 
1954 [6] sur 69 souches de Candida ont été complétées par l'étude 
de nouvelles souches. 


MariéRInL ET TECHNIQUES. 


Les 110 souches de Candida étudiées dans ce travail ont été 
déterminées dans Je Service de Mycologie de I’Institut Pasteur, 
selon les caractéres morphologiques, physiologiques et biolo- 
giques a l’aide des techniques que nous avons décrites ailleurs [7]. 

L’ étude des besoins vitaminiques est faite sur Je milieu de base 
suivant : glucose traité par le charbon activé, 20 g; asparagine 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 mars 1957. 
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synthétique, 1 @; gélose lavée, 20 g; solution d’oligo-éléments 
de Berthelot, X gouttes; phosphate monopotassique, 1,50 g ; 
sulfate de magnésium, 0,25 g ; eau distillée dans le Pyrex, 1 000 g. 
Ce milieu constitue le « milieu minimum ». Les « mileux 
maximum » sont le « milieu minimum » additionné des diffé- 
rentes vitamines suivantes : biotine, 1.10—-%; thiamine, 1.10—°; 
acide nicotinique, 1.10—* ; inositol, 1.10-* ;, pyridoxine, 1.10—°; 
pantothénate de calcium, 1.10-*; les autres milicux sont le 
« milieu minimum » auquel on ajoute toutes les vitamines, moins 
celles dont on désire étudier l’action. Dans de nombreux cas, 
des vérifications ont été faites en remplagant l’asparagine par 
Vhydrolysat de caséine : 10 g p. 100. La croissance des Candida 
est évaluée aprés quarante-huit heures 4 l’étuve a 30°. 


RusuLTAts. 
Le tableau I résume les résultats obtenus. 


TasBieau I, 


Nombre 
Souches de 
souches 


Facteurs essentiels Facteurs complémentaires 
de croissance de croissance s 


albicans biotine - 

C, tropicalis biotine - 
guillermondi biotine - 
pelliculosa biotine - 

biotine, acide nicotinique - 
mseudo= biotine, acide nicotinique. acide pantothénique 
tropicalis biotine, acide nicotinique acide pantothénique, 

pyridoxine 

biotine, acide nicotinique, =, 

thiamine (thiazole), pyridoxine 
biotine L 
biotine, thiamine (pyrimidine = 


groupe krusei 


3 souches ; thiazole 1 souche) 


biotine, thiamine, (pyrimidine - 
2 souches ; pyrimidine, thiazole 
2 souches), pyridoxine 


thiamine (pyrimidine), biotine, = 
acide nicotinique, pyridoxine 


A l'exception de 4 souches du groupe C. krusei, toutes les 
souches de Candida sont auxohétérotrophes et exigent la biotine 
comme facteur de croissance. Les besoins vitaminiques sont les 
mémes, qu'il s’agisse de souches d’isolement récent ou de 
souches de collection entretenues réguliérement sur le milieu de 
Sabouraud depuis plus de dix ans. Des espéces telles que 
C. albicans (47 souches récemment isolées et 3 souches de collec- 
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tion), C. tropicalis (10 souches dont 3 de collection), C. guiller- 
mondi (6 souches), C. pelliculosa (2 souches) n’exigent que la 


PP 10-6 
Souche: Candida pseudotropicalis 828 
Milieu synthétique de base additionné 
de 1.10-8 de biotine. 
400 9 
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NEMESSENTHBURES 
Fic. 1. — Courbes de croissance exprimées en unités néphélémétriques de la 


souche Candida pseudotropicalis 829 en fonction du temps et de concentrations 
variables d’acide nicotinique. 


biotine pour leur croissance en milieu synthéuque ; d’autres 
espéces (C. pseudotropicalis, Candida du groupe /krusei) ont des 
exigences multiples. C. pseudotropicalis, qui exige constamment 
acide nicotinique en plus de la biotine, constitue une espéce 
particuliérement intéressante ; certaines souches de cette espéce 
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exigent, de plus, la thiamine et la pyridoxine et sont stimulées 
par l’acide pantothénique ou la pyridoxine. Nous avons pu 
verifier, au cours de cette étude, la remarque de Rogosa qu! 
signale le fait que les levures qui fermentent le lactose exigent 
acide nicotinique. En effet, par définition, les souches de 
C. pseudotropicalis éludiées fermentent le lactose ; et nous avons 
constaté la méme perte du pouvoir de synthéliser Vacide nicoti- 
nique chez trois autres levures fermentant le lactose, appartenant 
a Vespeéce Saccharomyces lactis (souches isolées de selles). 
Saccharomyces fragilis qui est considéré la forme parfaite de 
C. pseudotropicalis d’aprés Luh et Phaff [8] présente les mémes 
besoins en acide nicoltinique et en biotine que les 13 souches de 
C. pseudotropicalis étudiées. 

L’action de l’acide nicotinique sur la croissance de 3 souches 
de C. pseudotropicalis est étudiée dans un milieu synthétique 
liquide agité 4 base d’asparagine et additionné d’une concentra- 
tion optimum de biotine. Les résultats obtenus avec ces 3 souches 
sont semblables. 

Dans les figures 1 et 2 sont représentées les courbes de crois- 
sance de la souche 828 de C. pseudotropicalis en fonction du 
temps et des diverses concentrations d’acide nicotinique. La 
croissance est exprimée en unités néphélémétriques. Ces courbes 
montrent que l’acide nicotinique est facteur essentiel de crois- 
sance et que la concentration minimum active est de 1.10—°. 
L’indole, Vacide anthranilique, le tryptophane, la cynurénine, 
Vacide 3-hydroxyanthranilique ne peuvent pas remplacer acide 
nicotinique. 

L’action de la biotine sur les mémes souches de C. pseudo- 
tropicalis (fig. 3) est étudiée sur le méme milieu synthétique liquide 
que précédemment, mais additionné d’acide nicotinique a la concen- 
tration optimum de 1.10—*. La concentration minimum active de 
biotine est de 5.10—"! et la concentration optimum de 1.10—%. De 
ces expériences il résulte que les deux vilamines sont des facteurs 
essentiels de croissance. 


Pour certaines de ces souches déficientes en acide nicotinique, 
on note l’apparition tardive aprés trois 4 quatre jours de culture 
sur le milieu gélosé dépourvu d’acide nicotinique, mais contenant 
1.10—* de biotine, de rares colonies secondaires de petites dimen- 
sions. L’étude physiologique de ces colonies secondaires montre 
qu’elles n’exigent comme facteur de croissance que la biotine et 
qu’elles gardent les mémes caractéres fermentaires que les souches 
d'origine. 

Dans des conditions semblables, chez des souches de Candida 
du groupe kruset, on observe également l’apparition de colonies 
secondaires, indépendantes des vitamines (acide nicolinique, 
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acide pantothénique, thiamine ou_biotine) pour lesquelles les 
souches primitives étaient dépendantes. 


Souche: Condida pseudorropicalis 829 


Milieu synthétique de base addi- 
tionné de |.10-8 de biotine. 
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Fic. 2. — Courbe de croissance de la souche Candida pseudolropicalis 829 en 
fonction de concentrations variables d’acide nicotinique aprés 60 heures de 
culture en milieu synthétique liquide. 


Il est 4 souligner que toutes les souches conservées depuis leur 
isolement sur le milieu de Sabouraud gardent leurs caractéres 
physiologiques primitifs. 

Dans le groupe krusei nous avons réuni des Candida qui 
répondent aux mémes caractéres de fermentation (glucose +), 
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mais qui different par leurs caractéres auxanographiques ; 11 
comprend deux sous-groupes. Un premier sous-groupe réunit les 
souches typiques de C. krusei ; sur 5 souches correspondant aux 
caracléres spécifiques de C. krusei (fermentation et assimilation 
du glucose, voile en milieu liquide), 4 sont autotrophes et une 
seule souche est déficiente en thiamine et biotine. Un deuxiéme 
sous-groupe réunit les souches dont les caractéres sont voisins 
de C. parakrusei (assimilation du glucose, galactose, saccharose 
et maltose, formation d’anneau ou de voile tardif en milheu 
liquide). Cerlaines de ces souches présentent des colonies secon- 
Biotine 
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Fic. 3."— Courbes de croissance de la souche C. pseudotropicalis 829 en fonction 


de concentrations variables de biotine dans un milieu synthétique liquide contenant 
de Vacide nicotinique 4 la concentration 1.10—S. 


daires autour des autres sucres (lactose et raffinose) dans les tests 
auxanographiques. Ces caractéres d’assimilation sont instables, 
ce qui ne nous a pas encore permis de classer ces souches défi- 
nitivement. Cependant, leurs besoins vitaminiques sont multiples 
et incluent en plus de la biotine, la thiamine, la pyridoxine et 
l’acide nicotinique. Une étude plus approfondie des caracteres 
physiologiques des souches de ce groupe, en relation avec les 
besoins vitaminiques, nous permettra de préciser leur position 
systématique. 
CONCLUSIONS ET RESUME. 


Cent six souches de Candida d’origine humaine, sur 110 étu- 
diées, exigent la biotine comme facteur essentiel de croissance. 
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Les souches de l’espece C. pseudotropicalis exigent en plus de 
la biotine, Vacide nicotinique. Ces deux vitamines sont des 
facteurs essentiels de croissance. Dans les Candida du groupe 
kruset, 4 l’exception de 4 souches auxo-autotrophes appartenant 
i Pespéece krusei, les autres souches, dont les caractéres physio- 
logiques sont proches de C. parakrusei, présentent des besoins 
vitaminiques multiples. Aucune différence des caractéres physio- 
logiques n’a été observée entre les souches d’isolement récent 
et les souches entretenues depuis longtemps en collection. 


SUMMARY 


VITAMIN GROWTH-FACTORS FOR THE GENUs Candida. 


One hundred and six strains of Candida out of 110 studied 
require biotin as an essential growth factor. Candida pseudo- 
lropicalis strains require also nicotinic acid. Among Candida 
of the kruset group, all the strains (except 4 auxo-autotrophic 
strains belonging to the species krusei) possess physiological pro- 
perties close to that of C. parakrusei and have multiple vitaminic 
requirements. No difference has been found between the physio- 
logical characters of recently isolated and old laboratory strains. 
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Présidence de M. PreEvoT 


NECROLOGIE 


P. DE VEZEAUX DE LAVERGNE 
(1884-1857). 


La Société Francaise de Microbiologie est en deuil. Elle vient de 
perdre l’un de ses plus anciens membres et l’un des plus grands bacté- 
riologistes francais, le professeur de Lavergne, de Nancy, membre 
correspondant de l’Académie Nationale de Médecine. 

Né en 1884, notre éminent collégue s’était d’abord destiné a la 
médecine militaire. Eléve de l’Ecole du Service de Santé Militaire de 
Lyon, il se sentit trés jeune une vocation pour la bactériologie et 
l’épidémiologie et vint au Val-de-Grace ot: il devint le disciple des 
grands épidémiologistes de cette Ecole : Vaillard, Vincent, Dopter. C’est 
ainsi qu’il suivit le Cours de l'Institut Pasteur en 1912 qui l’orienta 
définitivement sur la bactériologie ; il fut alors le collaborateur direct 
de Sacquépée avec lequel il fit ses premicres recherches, qui datent 
de la guerre de 1914-1918, sur la bactériologie des plaies de guerre et 
la sérothérapie antigangréneuse. Agrégé du Val en 1919, il collabore 
avec Dopter pour son Traité d’Epidémiologie. En 1923 il concourt 
a lAgrégation des Facultés de Médecine et est nommé Agrégé d’Hygiéne 
i’ Nancy ot il deviendra professeur de Bactériologie et Parasitologie en 
1931. La il déploya une activité inlassable que lui permettait sa triple 
formation de bactériologiste, d’hygiéniste et d’épidémiologiste. Tl a 
en particulier publié des travaux de trés grande valeur sur les infections 
anaérobies, tout spécialement sur Je tétanos et le botulisme. Vivant 
au sein d’une région les plus tétaniféres de France, il a pu observer 
un trés grand nombre de cas de tétanos qu’il a étudiés trés compléte- 
ment. Il a bien montré, entre autres, la discordance qui existe entre 
le pouvoir toxinogéne d’une souche isolée chez un tétanique et la 
gravité du tétanos provoqué par elle : certaines souches peu toxiques 
peuvent provoquer des tétanos rapidement mortels, alors que des 
souches haultement toxinogénes peuvent provoquer des tétanos moyens 
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ou bénins, curables. C’est dire toute V’importance qu’il attachait au 
role du terrain, des circonstances de l’infection et surtout des associa- 
tions microbiennes qui favorisent ou inhibent l’évolution du tétanos. 
Pour le botulisme, il en a donné une étude biologique remarquable : 
physiopathologique et histopathologique, car ce biologiste complet était 
doublé d’un clinicien clairvoyant. 

Il a su joindre 4 ces qualités de chercheur un grand talent d’ensei- 
gneur et d’écrivain scientifique : son Traité de la Maladie Infectieuse 
est une synthése heureuse de sa forte culture et de ses acquisitions 
personnelles. 

Il a trouvé dans sa vie de savant et de professeur de grandes joies. 
Mais la plus grande n’est-elle pas d’avoir transmis A son fils tout ce 
qu7il savait et tout ce qu’il voulait faire encore: il en a fait un bacté- 
riologiste et un professeur qui continuera brillamment son oeuvre et 
qui est déja des nétres. 

Nous enyoyons a sa famille, 4 ses éléves, 4 ses amis, l’assurance de 
la participation de notre Société A son grand deuil, qui est le notre, 
puisqu’elle nous prive d’un collégue de grande classe. 


INR 1D: 


COMMUNICATIONS 


RECHERCHES 
SUR LA MICROFLORE DES SOLS SAHARIENS 


par J. POCHON, H. de BARJAC et J. LAJUDIE 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Les sols désertiques ont longtemps été considérés, a priori, comme 
abiotiques : le régime thermo-hydrique trés défavorable laissait supposer 
V’absence totale de microorganismes. 

Cependant, dés 1912, Lipman [4] s’apergcut que de tels sols conte- 
naient des Bactéries, des Actinomycetes et des Champignons, mais 
que leur répartition était un peu particuliére : le maximum de densité 
ne se trouve pas dans les 25 cm de surface, mais 4 une plus grande 
profondeur (de 0,50 4 1 m et davantage) ; ce fait a été mis en rapport 
avec une température plus constante et une humidité supérieure dans 
les couches profondes. Puis les travaux de Négre en 1918 [2], de Rivkind 
en 1929 [3], de Killian et Feher en 1935 [4] montrérent que les sols 
désertiques n’étaient jamais abiotiques et que leur teneur en eau était 
le facteur essentiel régissant leur activité biologique, le nombre de 
Bactéries étant toujours trés faible (quelques centaines de mille/g) 
au-dessous de 5 p. 1000 d’eau. Presque tous les groupements micro- 
biens physiologiques sont représentés ; la proportion des thermophiles 
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serait particulicrement importante ; Algues et Protozoaires ne sont pas 
absents (Varga, 1936 [5]). 

Etant donné le petit nombre de travaux publiés sur ces sols, il nous 
a semblé intéressant d’analyser, avec les techniques modernes, quelques 
sables sahariens (1). 


CARACTERES DES SOLS ANALYSEs. — Les prélévements ont été faits, 
x 10 cm de profondeur, dans la région de Beni-Ounif (31°42” N-1°32’ O) 
et dans quatre zones correspondant 4 un Erg, une Hammada, une 
Daia et un fond d’oued desséché ; partout la végétation était faible ou 
nulle ; régime thermo-hydrique trés sévére: variations thermiques 
diurne-nocturne, 70°-2° ; pluviosité, 1 4 2 mm. 

Le taux d’humidité des échantillons variait de 1,5 & 4 p. 1000 (sauf 
la Daia, 14,25 p. 1 000) et ceux en matiére organique de 13 a 25 p. 1 000 
(Daia, 55 p. 1 000). 


ANALYSE MICROBIOLOGIQUE. — Toutes nos analyses ont été faites 4 28° 
(pour les mésophiles) et & 55° (pour les thermophiles) avec nos méthodes 
courantes de laboratoire (Pochon et coll., 1954 [6]). 


A. Mésopnmtes. — Microflore totale. — Le nombre de Bactéries oscille 
entre 1 et 1,5 million/g pour tous les échantillons, sauf pour le fond 
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d’oued (300 000) ; il est donc trés faible, cependant un peu supérieur 
x celui trouvé par Killian et Feher pour les sols dont la teneur en 
eau ne dépasse pas 5 p. 1000. Le nombre de Champignons suit 4 peu 
prés la méme répartition : 150000 & 250000/g, sauf 90000 pour le 
fond d’oued. 

Bactéries fixatrices d’azole. — Azotobacter aérobies et Clostridium 
anaérobies sont absents ; ce fait est en accord avec les observations de 
Rivkind, qui n’a trouvé ces germes que dans les sols cultivés ou ancien- 
nement cultivés (jusqu’a quinze ans aprés), ce qui n’est pas le cas 
des zones que nous avons étudiées. 


Microflore ammonifiante. — Elle est peu active, mesurée par la 
méthode a la tyrosine (voir courbe-moyenne des quatre échantillons). 
Microflore nitrificatrice. — Elle est absente dans tous nos échantil- 


lons ; déja Lipman avait insisté sur le fait qu’on ne trouvait guére 
Nitrobacter et Nitrosomonas que dans les horizons profonds. 


(1) Nous les devons 4 Pobligeance de M. le Vétérinaire Capitaine Tysset, 
que nous remercions ici bien vivement. 
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Microflore dénitrifiante, — L’activité est faible (voir courbe). 

Microflore cellulolytique. — Les germes aérobies sont surtout repré- 
sentés par des Cellvibrio (avec la technique au gel de silice-papier, 
50 p. 100 de grains positifs dans la Hammada et la Daia). Les Champi- 
gnons dominent dans le fond d’oued ; quant aux Cytophaga ils n’appa- 
raissent que dans la Daia (10 p. 100 de grains positifs). Seul l’Erg 
est totalement dépourvu de cellulolytiques. Nulle part nous n’avons pu 
mettre en évidence de Bactéries cellulolytiques anaérobies mésophiles. 


Microflore amylolytique. — L’activité est faible (voir courbe). 
B. TERMoPHILES. — Les techniques utilisées sont celles de Lajudie 


(1956) [7]. 

Le nombre de Bactéries par gramme est trés faible (de 100 4 600 
suivant les échantillons). L’activité des divers groupements est, soit 
nulle : fixation, nitrification (comme pour toutes les terres, méme 
normales), soit extrémement réduite : ammonification, dénitrification, 
cellulolyse, hémicellulolyse, amylolyse, puisqu’elle ne dépasse jamais la 
dilution 10—'. La pauvreté en Bactéries cellulolytiques thermophiles 
contraste vivement avec la richesse relative de certains types de sol, 
en particulier les tourbiéres acides (de Barjac, 1955 [8]) dont on 
sait par ailleurs la haute teneur en matiére organique. 


ConcLusions. — Si les terres désertiques, en surface, ne sont pas 
rigoureusement abiotiques, & des taux d’humidité de Jl’ordre de 
5 p. 1 000, leur activité biologique est cependant trés faible : le nombre 
de germes ne dépasse pas le million par gramme ; certains groupements 
microbiens physiologiques sont totalement absents (fixation, nitrifi- 
cation), les autres extrémement réduits. La trés forte amplitude des 
variations thermiques diurne-nocturne (70°-2°) jointe a la pluviométrie 
quasi nulle (1 &4 2 mm) en sont certainement la cause. Contrairement 
& une opinion, plausible a priori et soutenue par certains, les germes 
thermophiles ne sont pas particuligrement nombreux ; ces terres déser- 
tiques en sont méme pauvres, vraisemblablement en raison de leur 
faible teneur en matiére organique. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE MICROFLORA OF SAHARA SOILS. 


Samples of soil have been provided from South Algeria (Beni-Ounif), 
in Erg, Hamada and Daia plots at a depth of 5-10 cm. Day-night 
variations of temperature : 70°-2° C. Soil moisture : 5 p. 1 000. 

Microbiological analysis shows for mesophilic microflora one mil- 
lion/gram, and 100000/gram for the mycoflora. Some physiological 
groups are absent (fixation and nitrification). The activity of the other 
ones is very low. The thermophilic microflora scarcely exists (200/gram), 
probably because of the scarcity of organic material. 
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SENSIBILITE ET RESISTANCE DU “ CAMPAGNOL 
ROUSSATRE ” (CLETHAIONOMYS GLAEROLUS SCHERB) 
AUX TYPES BOVIN ET HUMAIN DU BACILLE 
TUBERCULEUX 


par Paut HAUDUROY et Jacques BIZE 
(Unstitut d’Hygiéne, Lausanne) 


A. Jespersen, poursuivant des recherches sur l’immunilé antituber- 
culeuse et tentant de découvrir une méthode biologique pour titrer la 
valeur des vaccins, a utilisé une variété de souris non encore employée 
ad notre connaissance. 

Il s’agit de Clethrionomys glaerolus Scherb, appelé vulgairement 
« Campagnol roussdtre » ou « souris rouge » (red mice), vivant dans 
la campagne, proche parent de la souris grise (Microtus agrestis), se 
distinguant par la couleur particuliére de son pelage virant au roux 
sur la nuque. 

A. Jespersen, au cours de ses recherches, a remarqué que ce rongeur 
était beaucoup plus sensible au bacille tuberculeux du type bovin qu’au 
bacille tuberculeux du type humain. Nous résumons les résultats obtenus 
par l’auteur danois dans le tableau I. 


TaBLeau I. 


Bacille du type humain Bacille du type bovin 
(inoculé par voie i-p) (inoculé par voie i-p) 


mort irréguliére mort en 3 semaines env. 
(selon sensibilité 
individuelle) 


mort en 14/24 mois 


pas de lésions 


fatal 
CAA EAT! mort en 3 & 4 mois 
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Nous avons repris ces recherches avec l’espoir d’aboutir 4 une nouvelle 
méthode de diagnostic différentiel entre les deux types de bacilles. 

Nous avons d’abord fait piéger des « Campagnols roussatres » dans 
la campagne vaudoise, mais ils n’ont pas vécu en captivité. Le profes- 
seur Orskov a bien voulu nous en faire parvenir de ]’élevage de |’Institut 
Sérothérapique de Copenhague et nous tenons a l’en remercier tres 
vivement ici. 

L’adaptation de ces animaux fut rapide dans notre laboratoire, mais 
la reproduction peu fructueuse. 

Comme matériel infectant, nous avons ulilisé deux souches de Myco- 
bactéries du type humain et deux souches du type bovin. Les deux 
premiéres avaient été isolées récemment de lésions tuberculeuses 
humaines ; les deux derniéres provenaient l’une des poumons d’une 
vache tuberculeuse (Institut Galli Valerio), l’autre des ganglions cervi- 
caux d’un enfant (professeur Urech). 

Le type de ces diverses souches avait été déterminé en particulier 
par les caractéres de culture (milieux avec et sans glycérine) et par 
le pouvoir pathogéne sur Je lapin selon le procédé de W. Park et 
Ch. Krumviede Gnoculation intraveineuse de 10—? mg de bacilles). Les 
lapins infectés avec les souches humaines vivaient encore apres cent 
soixante-cing jours, ceux infectés avec les souches bovines (lapins de 
2,5 kg) mouraient en trois mois et trois mois et demi. 

Par ailleurs, le pouvoir pathogéne des germes avait été testé pour 
les quatre souches sur des cobayes (inoculation par voie sous-cutanée 
4 la dose de 10—? mg) et des hamsters (voie intrapéritonéale de 10—' mg), 
qui tous mouraient dans les délais normaux. 

Les campagnols roussatres ont été inoculés par voie intrapéritonéale 
avec des doses de 1, 10—1, 10-—* mg pour le type humain et 10—', 
10—*, 10—* mg pour le type bovin. 

Les animaux ont été observés jusqu’au cent soixante-cinquiéme jour. 
A ce moment, les survivants ont été sacrifiés. Ils appartenaient tous, 
d’ailleurs, au groupe inoculé avec les bacilles du type humain et ni 
leur autopsie, ni l’examen histologique n’ont permis de déceler de 
lésions tuberculeuses en éyvolution. 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau II (1). 

Si, excluant les animaux morts d’affections intercurrentes, nous éta- 
blissons pour l’ensemble des essais les pourcentages de survies et de 
morts, nous obtenons les chiffres du tableau III. 

Les résultats que nous avons obtenus confirment donc ceux de 
A. Jespersen. Ils montrent que le campagnol roussatre est trés sensible 
au hbacille tuberculeux du type bovin (mort fatale avec des doses de 
10—* et 10—-® mg), trés peu sensible au bacille du type humain (mort 
irréguliére avec 1 mg et 0,1 mg ; survie avec 1/10 000 de milligramme). 
La dose de 10-4 mg de germes, inoculée par voie intrapéritonéale 
\ Clethrionomys glaerolus parait étre Ja plus favorable pour assurer 
le diagnostic différentiel entre les deux types de bacilles. 

La différence de sensibilité du « Campagnol roussdtre » a deux des 


(1) Toutes Jes émulsions utilisées ont été vérifiées quant 4 leur teneur 
en germes par ensemencement sur milieux de Léwenstein. 
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Tasieau II. 


Bacille du type 
humain 


mort de tbe gé- 
néralisée 94j. 


survies 


mort de maladie 
intercurrente 


mort de tbe gé- 
néralisée 68j. 


survies 


mort de maladie 
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Bacille du type 


morts de tbe 
généraljsée en 
22, 43, 49 et 
61 jours 


intercurrente 


morts de tbe 
généralisée en 
52, 54, 98 et 
136 jours 


mort de maladie 
intercurrente 


survies 


morts de tbe 
généralisée en 
77, 102 et 103j 


mort de maladie 
intercurrente 


Tasieau JIT. 


Nombre d' 
animaux 


Morts de Ont 
tuberculose résisté 


Bacilles du type humain 


2 (22%) 
11 (100%) 0 


7 (78%) 
IBacilles du type bovin 


types du bacille tuberculeux est une nouvelle confirmation de 1l’idée, 
soutenue par l’un de nous, que le pouvoir pathogéne d’une bactérie 
se révéle ou ne se réyéle pas, se montre intense ou faible suivant 
Vanimal utilisé. 
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TROIS NOUVEAUX SEROTYPES DU GROUPE SALMONELLA 
ISOLES AU CONGO BELGE (S. TSHIONGWE=6,8:e,h:e,n,z15 
S. GWAA/ = 21:2 4,224 —ET S. MOERO = 28: >» : 1, 3) 


par E. van OYE, J. DEOM, J. VERCRUYSSE et P. FASSEAUX 


(Institut de Médecine Tropicale « Princesse Astrid », Léopoldville 
[Directeur : D™ E. van Ove] 
et Laboratoire Vétérinaire, Elisabethville 
[Directeur : D® médecin vétérinaire J. DEom]) 


Les trois nouveaux sérotypes qui seront décrits dans cette note ont 
été isolés au Laboratoire Vétérinaire d’Elisabethville 4 l’occasion d’une 
enquéte que nous avons menée chez les animaux de boucherie dans 
le but de rechercher parmi eux les porteurs de germes du groupe 
Salmonella. Nous avons examiné un grand nombre de bovidés, suidés, 
équidés, asinés, ovidés et capridés provenant en. grande partie des 
Rhodésies. Cette enquéte, dont les résultats seront publiés ailleurs [6], 
nous a permis de distinguer 41 sérotypes différents parmi les 
272 souches identifiées ; 18 sont nouveaux pour le Congo Belge [5] 
et parmi ces derniers 4 sont nouveaux pour la science. L’un d’eux 
a déja été décrit [2], les trois autres font l’objet du présent travail. 


Chez un bceuf, apparemment en bonne santé et provenant de la 
localité Tshiongwe prés de Kamina (Congo Belge), nous avons isolé, 
i partir des ganglions mésentériques, un bacille Gram-négatif, mobile, 
ayant tous les caractéres culturels d’une entérobactérie. 

Les réactions biochimiques de la souche originale, ainsi que d’une 
seconde souche isolée chez un Ane provenant de Bulawayo (Rhodésie 
du Sud), sont les suivantes : fermentation, en un jour et avec produc- 
tion de gaz, de l’arabinose, de la dulcite, du glucose, de l’inosite, 
du maltose, de la mannite, du rhamnose, de la sorbite, du tréhalose 
et du xylose. Ne sont pas attaqués en trente jours: l’adonite, le 
lactose, le saccharose et la salicine. 

Le germe produit de l’hydrogéne sulfuré et réduit Jes nitrates. La 
réaction de Stern est positive. 

Il n’y a pas de production d’indole, ni hydrolyse de l’urée. La géla- 
tine n’est pas liquéfiée aprés soixante jours a 20° C. 

La souche attaque rapidement les tartrates d- et i-, ainsi que le 
citrate de soude et le mucate ; elle utilise le glucose et le citrate en 
milieu de Simmons. 

La réaction de Voges-Proskauer est négative, celle au rouge de 
méthyle est positive. 

Il n’y a aucun développement en milieu au KCN (test de Braun 
négatif). 

Annales de l'Institut Pasteur, 92, n° 6, 1957. 
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Ces propriétés biochimiques sont classiques pour un membre du 
groupe Salmonella. 

La culture est agglutinée par notre sérum anti-O : 6, 7,8 polyvalent 
et par notre sérum anti-O:8 pur; elle ne l’est pas par un sérum 
anti-O:7 pur. Le germe appartient donc au _ sous-groupe  sérolo- 
gique C. 2. 

L’antigéne flagellaire de la phase I est agglutiné uniquement par 
les sérums. anti-H: e, h. 

L’antigéne flagellaire de la phase II est agglutiné par nos sérums 
anti-H : e, n, x (non absorbé) et par notre sérum anti-H : z,. (adsorbé). 

La structure antigénique peut donc étre décrite par la formule = 
6,8:¢,h> €, 1, Z.- 

Le nom de Salmonella tshiongwe a été proposé et accepté. 


Le second sérotype qui sera décrit dans cette note a été isolé chez 
un 4ne provenant de Bulawayo (Rhodésie du Sud), également a partir 
des ganglions mésentériques. 

Ses propriétés biochimiques sont les suivantes: fermentation, en 
vingt-quatre heures et avec production de gaz, de: arabinose, dulcite, 
glucose, maltose, mannite, rhammnose, sorbite, tréhalose, xylose. Ne 
sont pas attaqués en trente jours: adonite, inosite, lactose, saccharose 
et salicine. 

Il y a production d’hydrogéne sulfuré et réduction des nitrates. La 
réaction de Stern est négative. 

Il n’y a pas de production d’indole, ni hydrolyse de l’urée. 

La gélatine est liquéfiée. 

Les d-, |- et i-tartrates ne sont pas atlaqués en quatorze jours, le 
mucate apres un et le citrate aprés deux jours. 

La réaction de Voges-Proskauer est négative, celle au rouge de 
méthyle est positive. 

Il n’y a aucun développement en milieu au KCN. 

Ces propriétés biochimiques ne sont caractéristiques ni pour les 
germes du groupe Salmonella, ni pour ceux du groupe Arizona qui 
en est trés proche. En effet, ces deux groupes se distinguent par les 
réactions biochimiques exposées dans le tableau I [4]. 


Tazsieau I. 


Arizona ! Salmonella 


duleite : négatif : positif 

gélatine ! liquéfaction ! négatif 

d-tartrate ; irréguliérement et ; positif 
! tardivement positif! 


1 en général négatif} 
1-tartrate ! négatif ! irrégulier 
i-tartrate ' négatif : variable,souvent + 


2-3 
citrate de sodium ! gest 


mucate x #279 ou 
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Le germe que nous décrivons ici occupe une position intermédiaire, 
comparable a celle de Salmonella bulawayo [2], isolée également A 
Elisabethville. Aprés consultation entre les autorités en la matiére il 
a été décidé de considérer ce germe comme faisant partie du groupe 
Salmonella, principalement A cause de la fermentation de la dulcite, 
cette réaction étant toujours négative chez les membres du groupe 
Arizona. 

La structure antigénique est relativement simple. L’antigeéne soma- 
tique est agglutiné par les sérums anti-O:21 a l’exclusion des autres. 

L’antigéne flagellaire est agglutiné par nos sérums non absorbés du 
complexe anti-H : z,,... et par notre sérum anti-H: z,, pur. Des essais 
en tube de Craigie et sur boite de Gard contenant de la gélose semi- 
solide et un sérum anti-H: ont démontré que le germe est 
monophasique. 

La formule antigénique est donc = 21: z,, z,,:—. 

Il est connu que de nombreuses relations existent, sur le plan anti- 
génique, entre les entérobactéries des groupes Salmonella et Ari- 
zona [4, 3]. Le germe que nous venons de décrire en est un exemple 
des plus intéressant, car les antigénes Salmonella O:21 = Ari- 
zona O: 22, Salmonella H:z, = Arizona H:1, Salmonella H:z,, = 
Arizona H:3, de sorte que le germe dont il est question ici posséde 
une structure Ser ee qui peut étre décrite aussi bien par la 
formule Sa/21:z,, z,,:— que par la formule Ar/22:1, 3:— 

Dans la nature, il “h’y a pas de séparations nettes entre les différents 
groupes, espéces et types, et on se heurte constamment a des formes 
intermédiaires. Mais notre esprit a besoin de mettre de l’ordre dans 
les choses, et ce besoin nous impose parfois des décisions arbitraires. 
C’est le cas ici, et en attendant la création éventuelle d’un groupe 
intermédiaire entre les Arizona et les Salmonella il a été décidé de 
considérer le germe dont il a été question ici comme appartenant au 
eroupe Salmonella. 

Le nom de Salmonella gwaai a été proposé et accepté. 


24) 04 


Un troisitme sérotype nouveau a été isolé chez un mouton qui 
provenait de la localité Kilwa, au bord du Lac Moéro. Il a été isolé, 
comme les deux précédents, des ganglions mésentériques. 

Ses propriétés biochimiques sont, dans leur ensemble, les mémes 
que celles de S. tshiongwe décrites plus haut. Elles en différent en 
ce qui concerne la fermentation de l’inosite, l’utilisation du i-tartrate, 
du citrate en milieu de Simmons et du mucate, ainsi que |’attaque 
du glycérol en milieu de Stern : toutes ces réactions restent négatives. 

L’antigéne somatique de ce sérotype est agglutiné seulement par 
un sérum anti-O : 28. 

L’antigéne flagellaire de la phase I est agglutiné par les sérums 
anti-H :6 uniquement. 

L’antigéne flagellaire de la phase II est agglutiné par notre sérum 
polyvalent anti-H :1, 2, 5, ..., ainsi que par notre sérum absorbé anti- 
H:5, tandis que les sérums anti-H:2, H:6 et H:7 restent sans 
action. 

La formule antigénique compléte est donc : 28 :b :1,5. 

Le nom de Salmonella moéro a été proposé et accepté. 


842 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Resumé, — Les auteurs décrivent hat nouveaux sérotypes du groupe 
Salmonella : ee eee (Gy 2G, es z,,) isolée chez un bovide ; 
S. qwaat ais: 227) isolée chez Se acing, et S. moéro (28: 6 :1,5) 
isolée chez un conde Les isolements ont été faits 4 partir des ganglions 
mésentériques lors d’une enquéte chez les animaux d’abattoir a Eli- 


sabethville, Congo Belge. 


SUMMARY 


THREE NEW SEROTYPES or Salmonella ISOLATED IN THE BELGIAN CONGO. 


These three new serotypes have been isolated: S. tshiongwe from 
a bovine, S. gwaai from a donkey, S. moéro from a sheep. The isola- 
tions have been made from the mesenteric glands of the animals at 
the slaughter-house at Elisabethville (Belgian Congo). 


* 
x* 


Nous tenons A remercier le D' F. Kauffmann (Directeur de 1’Interna- 
tional Salmonella Center, Copenhague) qui a bien voulu contrdler nos 
cultures et nous donner ses conseils. 
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UN NOUVEAU SEROTYPE DE SALMONELLA : (6,7: eh: 4, 2) 
S. LAROCHELLE (1). 


par L. LE MINOR, P. et M. GERMAIN-GOURVEST, P. BOURGET et D. DREAN. 


Unstitut Pasteur) 


Cette souche a été isolée par coproculture & La Rochelle chez un 
adulte présentant un syndrome dysentérique. La maladie débuta bru- 
talement par des vomissements glaireux et une diarrhée intense : 


(1) Par décision du Centre International des Salmonella, les noms dési- 
gnant les nouveaux sérotypes ne doivent comporter qu’un seul mot. Nous 
proposons done d’adopter l’orthographe : S. Larochelle. 
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10 selles purulentes par jour. La température resta pendant quarante- 
huit heures 4 39°, puis tomba aA 36°8 sans que cesse la diarrhée 
accompagnée de déshydratation. Devant ce syndrome cholériforme le 
clinicien prescrivit l’administration de sérum glucosé par voie intra- 
veineuse et de néomycine. En quelques jours 1’état du malade s’amé- 
liora et la guérison survint sans séquelle. Parmi les aliments absorbés 
la veille du début de la maladie, seules des huitres peuvent éven- 
tuellement étre mises en cause. La coproculture pratiquée en phase 
aigué mit en évidence sur milieu SS 90 p. 100 de colonies lactose — 
H,S +. L’étude de plusieurs de ces colonies suspectes montra qu’elles 
possédaient les caractéres biochimiques généraux des Salmonella. 

Cette souche de bacilles Gram négatifs mobiles posséde une lysine- 
décarhoxylase. Elle n’a pas de tryptophane-désaminase ni d’uréase et 
ne cultive pas sur milieu de Braun au CNK. Elle fait fermenter en 
vingt-quatre heures: xylose, arabinose, rhamnose, glucose (+ gaz), 
mannitol, sorbitol, maltose, tréhalose, inositol, glycérol (en milieu 
de Stern). L’adonitol, le sorbose, le dulcitol, le lactose, le saccharose 
et la salicine ne sont pas fermentés. Cette Salmonella cultive sur 
milieu de Simmons au citrate de sodium et fait fermenter en quarante- 
huit heures Je p-tartrate de sodium en milieu de Kauffmann. Elle ne 
produit par d’indole, ne liquéfie pas la gélatine. Le dégagement d’H,S 
est abondant. 

Sur James la culture est agglutinée par les sérums anti-O : 6,7, 6,8 
et 7 saturé, par le sérum anti-e h. La culture en présence de sérum 
anti-e h (méthode de 8. Gard) fait apparaitre une agglutinabilité dans 
les sérums anti-1,2 et 2 saturé. 

En tubes, une suspension O est agglutinée 4 1/1600 (titre homo- 
logue) dans un sérum anti-O:6,7 préparé avec S. paratyphi C. La 
saturation de ce sérum par S. Larochelle en enléve toutes les agglu- 
tinines. La phase 1 (eh) est agglutinée au titre homologue (1/25 600) 
par le sérum anti-S. newport ph. 1. Ces agglutinines sont totalement 
saturées par S. Larochelle ph. 1. La phase 2 (1,2) est agglutinée au 
titre homologue (1/25 600) par un sérum anti-S. paratyphi B non 
spécifique et l’épreuve de saturation en enléve toutes les agglutinines. 


Nous remercions Je D? Kauffmann d’avoir bien voulu confirmer la 
formule antigénique de cette Salmonella. 


Résumé, — Description d'un nouveau sérotype de Salmonella (S. La- 


rochelle) de formule 6,7:@h:1,2, isolé par coproculture chez un 
adulte présentant une diarrhée fébrile. 


SUMMARY 


A new sERotypr or Salmonella: S. Larochelle. 


This new serotype has been isolated from the stools of an adult 
suffering from a severe febrile diarrhoae, at La Rochelle (France). 
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ESSAI DE NEUTRALISATION DU VIRUS COLUMBIA-SK 
PAR LE LAIT DE VACHE 


par Giacinto CIACCIO (*). 
(présenté par P. GIROUD) 


(Laboratorio di Microbiologia e Chemioterapia 
[Direttore : Prof. A. Dr Marco] 
Laboratori Scientifici Farmitalia, Milano) 


On a recherché, ces derniéres années, le pouvoir neutralisant du lait 
de femme et du lait de vache vis-a-vis de divers virus. 

Sabin (1951) a étudié le pouvoir neutralisant du lait de femme et 
du lait de vache vis-a-vis du virus de la poliomyélite. Plus tard, le 
méme auteur, en collaboration avec Fieldsteel (1953), rapporte ses 
observations sur le pouvoir neutralisant de sérums de bovidés améri- 
caims vis-a-vis des trois types de virus poliomyélitique ; les auteurs 
relatent aussi les résultats obtenus avec du lait et du colostrum. Ce 
dernier produit, trés actif sur le virus pear arse st Go a été sans 
action sur le virus de l’herpés. 

D’autres auteurs ont examiné sous ce rapport le virus de la grippe. 
Hummeler, Gyérgy, Hoover et Kuhn (1953) ont remarqué lactivité 
antivirale de diverses fractions du lait de femme vis-a-vis du virus 
grippal. En poursuivant ces recherches, Silver, Braun, Zilliken, Werner 
et Gyorgy (1956) ont constaté que la fraction du lait de femme douée 
de pouvoir neutralisant vis-4-vis du virus de la grippe contenait du 
cuivre. S’inspirant de ce fait, ces auteurs ont expérimenté 1’activité 
de certains composés du cuivre dans 1’infection des embryons de poulet 
par le virus grippal. 

A propos de l’activité inhibitrice du lait sur quelques virus des 
végétaux, Bawden (1954) relate les expériences de Chester (1934) et de 
Johnson (1941). 

Disposant d’une souche de virus Columbia-SK, il nous a paru inté- 
ressant d’étudier sur ce virus le pouvoir neutralisant du lait de 
vaches italiennes, de méme que, dans d’autres essais, nous avons étudié 
l’action de sérums prélevés sur des bovidés élevés en Italie du Nord. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — Nous avons utilisé du lait frais et du lait 
pasteurisé, employé tel quel ou aprés centrifugation. La centrifugation 
a duré dix minutes 4 5 000 tours ; elle a été exécutée apres filtration 
sur papier. Aprés la centrifugation le lait a été filtré sur filtre en 
verre G.d5 et sur filtre Seitz EK ; le produit ainsi obtenu est utilisé 
pour l’épreuve de neutralisation. En certains cas, le produit a été 


(*) Nous remercions le Dt Paul Giroud des conseils qu’il a bien voulu 
nous donner au cours de ce travail. 
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soumis a l’ébullition (trente & quarante-cinq minutes). Les diverses 
opérations ont été exécutées dans le plus bref délai possible, a la 
température du laboratoire, variant selon les saisons de 22° a 30° C. 
Durant les intervalles entre les opérations, les produits ont été toujours 
gardés 4 +38°C. Le pH du lait, soit avant, soit aprés contact avec le 
virus, a été de 6,6, 6,8, 7. 

Les suspensions virulentes ont été préparées en diluant le virus dans 
Je lait non dilué ; les mélanges lait-virus ont été gardés, généralement, 
pendant trente minutes 4 la température du laboratoire avant de les 


Tasieau I. 


Ose Temps de| Traitement ‘Dilution du Virus 
contact 1072 ome) -6 4077 
“ : Se) 
0,20 30 m. Sol. phys. 6/6 2/4 
CC. CJ Ldit ps.,cnt., 
Pal Ita 4/4 
" 10 m. | Sol.phys. 4/4 
" Lait ps.,cnt., 
ane Rit. 4/4 
2 " 10 nm. Sol. phys. 4/4 
" Lait ps.cnt., / 
fil t. 4/4 
30 n, Sol. phys. 4/4 
" Lait ps-,ont., 
Site 3/4 
60 m. Sol. phys. 4/4 
" Lait ps.,mmt. 
eats 4/4 
3eme " 30 m. | Sol.phys. 8/8 2/8 
" Lait fr.,mt. 
rei, | 7/8 0/8 
gene " 30 m. | Sol.phys. 6/6 2/6 
" Lait.ps.,cnt. 2 
eI ad | 6/6 1/6 
Bons " 30 m. | Sol.phys. 6/6 2/6 
Lait ps-,cnt. 
if eineee et e/S 0/6 
geome " 30 m. Sol. phys. 6/6 6/6 
" Lai = t. re 
Zte.P "| 6/6 1/6 
ee " 30 nm. Sol. phys. 6/6 2/6 
" Lait ps.,cnt. 
Cite | 6/6 0/6 
" Lait ps.,cnt,, 
filt.,lyoph. = 
ais (cone.4 fois) | 6/6 0/6 
8 " 30 mn. Sol. phys. 6/6 0/6 
" Lait ps.,cmt. 
filt. : 6/6 0/6 
: siyeeeti. 
ilt.é A 
(30 m.). 6/6 0/6 
eme " On. Sol.phys. ~ 6/6 5/6 
9 hett po: 5/6 1/6 
" dG -ébull. ¥! Ls 
435 i 6/6 2/6 
sol.phys. 6/6 5/6 
Lait ps. 6/6 0/6 
Lait ps.,ébe | - 
(45 m.). 6/6 Af 


m.: minutes ; 


sol. 


phys. : 


solution physiologique ; 


pasteurisé & 63° C 


pendant trente minutes , cnt. : centrifugation ; filt. : filtration ; lyoph. : lyophilisé ; 
cone. : concentration ; 


ébull. : 
dénominateur = 


ébullition ; (++): 


souris 


numérateur = souris malades, 
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inoculer aux souris. Chaque souris recoit par voie sous-cutanée 0,20 cm®* 
de chaque dilution ; Jes souris témoins re¢goivent les mémes doses du 
virus dilué en eau physiologique. La souche de virus Columbia-SK 
utilisée a subi, dans notre laboratoire, plus de 90 passages chez la 
souris par voie sous-cutanée ; le titre de virulence étant de Qe Onl Omar 
Les suspensions virulentes sont préparées 4 partir du broyage de trois 
quarts de cerveau de souris en 4 cm* d'eau physiologique. Des souris 
de 25 & 35 jours sont employées ; elles sont soumises a V’observation 
pendant vingt jours aprés Vinoculation. Les souris qui, apres cette 
période, n’ont manifesté aucun symptéme de maladie sont considérées 
comme saines et sacrifiées. 

Les résultats expérimentaux sont exposés dans le tableau I. 

Ces observations permettent de constater un certain pouvoir neutra- 
lisant vis-X-vis du virus Columbia-SK d’échantillons de lait de vache, 


Tasieau II. 


Dilution du Virus iY 


ae 
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J. 


i} 
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UI 
' 
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| 
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Sol. phys. : solution physiologique ; dil.: dilution; ps.: pasteurisé; fr. : frais ; 
ent.: centrifugation; filt.: filtration ; lyoph.: lyophilisé; ébull.: ébullition ; 
eee Ounse 
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soit frais, soit pasteurisé. Des résultats plus évidents ont été obtenus 
avec les échantillons soumis a la centrifugation et & la filtration qu’avec 
ceux du lait total. Le chauffage (100° C pendant trente & quarante-cing 
minutes) a fait disparaitre le pouvoir neutralisant. 

Un certain retard dans le développement de l’infection est A noter, 
dans le cas des souris inoculées avec des doses plus concentrées de 
virus (10—?-10—%), parmi les animaux qui ont recu le lait non chauffé, 
par comparaison avec les témoins et les souris traités avec le lait 
chauffé (tableau I). 

Ces constatations expérimentales, en accord avec celles de Sabin et 
coll. sur les trois types de virus poliomyélitique, posent le probléme 
de la nature des substances présentes dans le lait de vache et capables 
d’une activité neutralisante vis-a-vis de certains virus. On peut se 
demander, en effet, si cette activité doit étre attribuée a des anticorps 
spécifiques ou A des produits encore inconnus présents dans le lait. 


SUMMARY 


ATTEMPTS TO NEUTRALIZE Con.-SK virus WITH COW MILK, 


Some samples of cow milk, either fresh or pasteurized, possess a 
certain neutralizing activity on Col.-SK virus. Samples subjected to 
centrifugation and filtration seem to be more active than total milk. 
Heating (100°C during 30 to 45 minutes) destroys the neutralizing 
activity. 
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ACTION DE LA SOUCHE RABIQUE FLURY SUR LE CHIEN 
NOUVEAU-NE 


par L. PLACIDI et L. CHEVRIER 


(Institut de Biologie Animale, Rabat, Maroc) 


Nous avons étudié l’action de la souche rabique Flury sur le jeune 
chien 4 la mammelle et recherché son comportement vis-a-vis du cobaye 
aprés quelques passages par l’encéphale des chiots. La souche nous a été 
cédée par M. Remlinger. Reprenant pour nous-mémes les expériences 
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de divers auteurs, nous avons pu constater la régularité de la réaction 
du cobaye, par opposition Aa la symptomatologie assez variée observée 
chez le lapin et parfois la franche résistance de celui-ci, qui ne peut 
ainsi étre utilisé comme test pour le contréle de la présence du virus. 
Nous avons inoculé plusieurs séries de chiens nouveau-nés en opérant 
chaque fois sur un nombre suffisant de sujets, et conservant toujours 
des témoins. Le matériel était constitué par un broyat d’encéphale de 
cobaye ayant succombé a Vinfection expérimentale. On utilisait une 
dilution 4 1/20, simplement décantée, dont on injectait 2/10 de centi- 
métre cube dans la masse cérébrale apres perforation de la boite cra- 
nienne. On a recherché réguligrement la présence de corps de Negri 
et contrélé celle du virus par l’inoculation au cobaye. 

Dans une premiére série, nous avons injecté dans l’encéphale 8 jeunes 
chiens de 18 jours, conservant 3 petits comme témoins. 

Vers le cinquiéme jour sont apparus les premiers symptomes, parésie 
des membres, mouvements convulsifs, puis paralysie totale. 

L’un des inoculés meurt le huiti¢me jour, deux le neuviéme, deux 
le dixiéme jour ; le sixiéme est sacrifié le onziéme jour, in eaxtremis, 
pour un prélévement d’encéphale. Mais on regrettera de 1l’avoir sacrifié, 
car le septiéme sujet, qui se présente sensiblement dans le méme état, 
se remettra et guérira. En effet, le n° 387 est pris, le neuviéme jour, 
de mouvements convulsifs de la téte et des membres. La téte est 
violemment portée en arriére ; Je malade pousse des cris. Il est paralysé 
complétement le onziéme jour au matin ; mais le douzi¢me, au moment 
ou l’on envisage de le sacrifier, il tente de se relever ; on le conserve. 
Le lendemain, il est debout, peu assuré sur ses pattes, mais il se nourrit 
cependant ; dans la soirée, la crise se reproduit moins violente ; l’animal 
est sur le cété, pris de mouvements saccadés de la téte et des membres. 
Le quatorziéme jour, il est de nouveau sur ses pattes et se déplace 
avec autant d’assurance que les témoins non inoculés. Aucun symptéme 
nouveau n’est constaté, malgré observation prolongée. Le sujet parait 
euéri. 

Le n° 881, seul, n’a présenté aucun trouble ; l’inoculation est restée 
sans effet apparent sur ce sujet. Sur huit inoculés, il y a donc eu deux 
rescapés, malgré la sévérité de l’inoculation dans 1l’encéphale. 

Dans la deuxiéme série, on a inoculé 9 chiots de 12 jours, de la 
fagon suivante : 


Cing avec une dilution de la souche primitive, comme la premiére 
série. Quatre avec le broyat d’encéphale d’un des sujets de la premiére 
série. 

Parmi les premiers, un a succombé tardivement, aprés avoir paru 
résister. Tandis que les quatre autres, pris de paralysie le cinquiéme 
jour, mouraient les huititme et neuviéme jours, comme dans la pre- 
miére série, celui-la manifeste les premiers symptémes le onziéme jour 
seulement, sous forme d’incoordination des mouvements des membres - 
il ne peut plus se relever le lendemain, mais il tette encore et l’on 
n’observe pas l’excitation que présentaient généralement, A des degrés 
divers, les inoculés de la premiére série. Les quatre qui ont recu le 
broyat d’encéphale du premier passage succombent le neuviéme jour 
dans les mémes conditions que les autres. 
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Dans une troisitme série enfin, on a inoculé 8 petits de 10 jours, 
conservant 2 témoins. Cing ont recu le broyat d’encéphale de cobaye ; 
8 celui d’un encéphale de chien de la deuxiéme série. Tous les sujets, 
bien qu’inoculés avec la méme quantité de virus que les précédents, 
sont morts avec un peu de retard par rapport A la premiére série. 
Les symptOmes sont apparus le septiéme jour et la mort est survenue 
le neuviéme jour (1 cas), le dixitme (4 sujets), le onziéme pour les 
trois derniers, sans qu’on ait nolté aucune différence pour les trois 
inoculés avec le broyat d’encéphale de chien. 

Les cobayes d’épreuve, inoculés avec les dilutions d’encéphale de 
chaque série, ont régulicrement succombé dans les mémes conditions. 

Les deux survivants ont recu un mois plus tard dans 1l’encéphale 
3/10 de centimétre cube d’une dilution au 1/20 de virus des rues ; ils 
ont résisté tous deux sans avoir montré le moindre trouble, tandis 
qu'un témoin mourait dans les conditions habituelles. De ces deux 
chiens, que l’on tenait A conserver, un seulement a pu étre entretenu 
pendant trente et un mois. A ce moment, on lui a injecté dans l’encé- 
phale 3/10 de centimétre cube d’une dilution de virus des rues, ainsi 
qua’ un témoin sensiblement de méme poids et de méme dge. Ce 
témoin est mort dans les délais et avec la symptomatologie classiques, 
le « vacciné » n’a paru nullement dérangé. Aprés plus de quatre mois 
de séjour en fourriére, il a été sacrifié par électrocution ; des préléve- 
ments, effectués dans les divers organes encéphaliques, ont été broyés, 
dilués en solution physiologique et inoculés dans l’encéphale 4 une 
douzaine de cobayes. Aucun de ceux-ci n’a réagi. Il convient d’ajouter 
que l’on a procédé réguli¢rement dans chaque série & la recherche des 
corps de Negri, sans qu il ait été possible d’en mettre en évidence. 


Resume. — La réaction du jeune chien 4 la mammelle, inoculé dans 
l’encéphale, nous apparait comparable dans sa symptomatologie a celle 
gue provoque Je virus Flury sur le lapin : agitation extréme pour plu- 
sieurs sujets, possibilité de rémission, disparition définitive des symp- 
tomes dans un cas ; enfin, résistance franche d’un des inoculés. 

Les deux rescapés se sont montrés solidement immunisés ; l’un d’eux 
a pu résister, trente et un mois aprés l’injection premiére, & ]’inocu- 
lation d’une dose de virus des rues qui a tué le témoin. Trois passages 
en série par l’encéphale du jeune chien n’ont pas paru modifier le 
comportement de la souche pour le cobaye. Enfin, le virus d’épreuve 
n’a pu étre mis en évidence dans l’encéphale de J’animal vacciné, 
quatre mois aprés son inoculation. 


SUMMARY 


INOCULATION OF THE RABIES FLURY STRAIN INTO NEWBORN PUPPIES. 


Puppies inoculated intracerebrally with the Flury strain present the 
same symptoms as rabbits : extreme excitement, sometimes interrupted 
by periods of calm. In one case, all the symptoms definitively 
disappeared. Another puppy was fully resistant. These last two 
animals manifested a solid immunity : 31 months after the first inocu- 
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lation, one of them was resistant to one dose of street virus which 
killed the control. The virus could not be demonstrated in the CNS 
of the immunized puppy four months after inoculation. Serial trans- 
fers of the Flury strain on puppies’ CNS do not seem to modify the 
comportment of the strain in guinea-pigs. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Comparaison entre l’action létale et mutagéne d’un peroxyde 
organique et celle des radiations sur E. coli, par D. Luzzati 
et M.-R. CHEVALIER. 


Contribution 4 l'étude de la systématique des Pseudomona- 
dacez, par J. Brisov. 


Analyse de la descendance de zygotes formés par conjugaison 
chez E. coli K12, par T. F. Anperson et R. Maze. 


Structure et propriétés des particules élémentaires du virus 
de la mosaique du tabac. |. Résultats préliminaires obtenus 
au moyen des hautes pressions, par L. Hier, J. Basser et 
O. CROISSANT. 


Une technique nouvelle d’étude de l’action bactéricide des 
associations d’antibiotiques : le transfert sur cellophane, 
par Y. CHABBERT. 


Equilibre climacique et minéralisation humique, par H. pr 
Barsac et J. Pocuon. 


L’antigéne poliomyélitique au cours du développement intra- 
cellulaire du virus, par J. Lesruny. 


Cytochromes et activité cytochrome-oxydasique des Mycobac- 
téries sensibles et résistantes & lINH, par A. Anpresew, 
Cu. GERNEZ-RrEUx et A. TAcQuet. 


Candidose digestive expérimentale chez le lapin, par E. Drouner 
et G. SIMONNET. 
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AVIS 


CREATION D’UNE ASSOCIATION INTERNATIONALE DE CYBERNETIQUE. 


Le I Congrés International de Cybernétique, qui s’est tenu & Namur 
du 26 au 29 juin 1956, a remporté un important succes, tant par le 
nombre de participants que par la qualité des travaux présentés. 

A Vissue de ce Congrés, la décision avait été prise de créer une 
Association Internationale de Cybernétique. Celle-ci s’est constituée 4 
Namur le 6 janvier 1957. Elle comporte dés A présent plus de 
1000 membres (dont 300 firmes industrielles) représentant 26 pays 
différents. 

L’Association a pour but d’assurer une liaison permanente et orga- 
nisGe entre les chercheurs qui, dans les divers pays, poursuivent des 
travaux relatifs aux différents secteurs se rattachant a la Cybernétique. 
Elle s’efforce de promouvoir le développement de cette science et de 
ses applications techniques ainsi que la diffusion des résultats acquis 
dans ce domaine. Elle met en oeuvre tous moyens adéquats pour réaliser 
ces objets. 

Toute demande de renseignements peut étre adressée au Secrétariat 
permanent de 1’Association : 13, rue Basse-Marcelle 4 Namur (Belgique). 


LIVRES REGUS 


M. F. Burnet. — Enzyme, antigen and virus. 1 vol., 193 p., 7 fig., 
Cambridge University Press, Londres, 1956. Prix : 18 shillings. 


Dans cette petite monographie l’auteur tente de découvrir des 
facteurs communs a la production des enzymes adaptatifs, 4 la forma- 
tion des anticorps par l’antigéne et A la multiplication intracellulaire 
des virus. Il passe en revue les diverses théories qui ont été avancées, 
et tout particuliérement les siennes qui ouvrent des vues du plus grand 
intérét sur tous ces problémes encore a résoudre. 15 led be 


Toxicité des pesticides pour lV’homme. Rapport d’un groupe d’étude. 
O. M.S. Série de Rapports techniques, 1956, n° 114, 54 p. Prix: 
Fr. s. 2,--, 3/6 ou $ 0,60. 


L’utilisation toujours croissante des pesticides dans la lutte contre 
les vecteurs des maladies et pour la protection des cultures a suscité 
certains problémes particuliers. Une question capitale se pose notam- 
ment : celle de savoir si l’application en grand de ces produits risque 
d’avoir des effets nuisibles sur la santé de l>homme. Le rapport étudie 
les propriétés toxiques de ces substances. Il contient une étude sur !a 
fréquence et la nature des intoxications. Il étudie également les mesures 
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a prendre pour proléger les personnes qui ont a manipuler des insec- 
ticides et décrit les précautions générales 4 observer. I traite ensuite 
assez longuement de la question des dangers provenant de l’adjonction 
délibérée ou accidentelle des pesticides A l’eau de boisson et aux denrées 
alimentaires et, plus briévement, des effets que l'utilisation en grand 
des pesticides peut avoir sur Jes animaux domestiques et sur les 


poissons. Eels. 


I. C. Jones. — The adrenal cortex. 1 vol., 316 p., 35 fig., Cambridge 
University Press, Londres, 1957. Prix : 37 s. 6 d. 


Cette monographie comprend 1’étude de tout ce que l’on sait actuel- 
lement sur la cortico-surrénale chez l’>homme et chez les différents 
animaux. La premiére partie concernant les mammiféres, et surtout 
Vhomme, est naturellement la plus développée. Elle étudie la structure 
du cortex surrénalien et ses fonctions, ses rapports avec les autres 
organes, la nature et le mode de formation de ses sécrétions, ses 
anomalies, etc. Les chapitres suivants traitent des surrénales chez les 
poissons, les amphibies, les reptiles, les oiseaux, les monotrémes et 
les marsupiaux. Enfin un dernier chapitre décrit le développement 
embryologique et 1’évolution du cortex surrénalien. La bibliographie 
comprend plus de 1 200 références, dont une partie importante corres- 
pond a des travaux effectués dans le laboratoire de l’auteur. L’ouvrage 
est abondamment illustré et comporte un important index alpha- 
bétique. Hee 


Jean Vene. — Chimie organique générale. 1 vol., 350 p., 41 fig., Masson, 
édit., Paris, 1957. Prix : broché, 3 500 fr. ; cartonné toile, 4 100 fr. 


L’auteur entend par « chimie organique générale » la partie de la 
science chimique qui se donne pour objet d’étudier, d’une part, la 
structure des composés organiques et les moyens mis en ceuvre pour 
sa détermination, d’autre part, la réactivité de ces composés et le 
mécanisme de leurs transformations. L’ouvrage s’adresse aux étudiants 
de l’enseignement supérieur et aux éléves des grandes écoles, mais il 
rendra aussi service aux chercheurs non spécialisés. A la fin de chaque 
chapitre, le lecteur trouvera l’indication d’une série de textes sélec- 
tionnés par |’auteur dans un grand nombre de revues et de livres 
francais et étrangers, textes auxquels il pourra se reporter pour com- 
pléter ses informations sur tel ou tel sujet. als 


J Trueta, A. B. K. Wilson et M. Agerholm. — Handbovk on polio- 
myelitis, 1 vol., 139 p., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 
1956. Prix : 20 shillings. 


Ce livre s’adresse surtout au clinicien et décrit les éléments du 
diagnostic et le traitement de la maladie elle-méme et de ses compli- 
cations paralytiques, motrices, respiratoires et bulbaires. L’épidémio- 
logie est également étudiée, ainsi que les moyens de lutte contre la 
maladie. Enfin la question de la vaccination est briévement envisagée. 

H. T. 


TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 


DU TOME 92 


Notice nécrologique. 


7; P. de Vézeaux pe LAvERGNE (1884-1957) 


Anprigev (G.), Monnter (J.) et Bourse (R.). — La sensibilité du 
bacille pyocyanique aux agents antibactériens d’utilisa- 
Liomaclmicuie. [ecielie ine! 4) Sees we eral Ouet 

AusBeErt (J.-P.), Minaaup (G.) et Mmuer (M" J.). — L’assimilation 
de l’anhydride carbonique par les bactéries chimioauto- 
TLOPHESHs LINC e iter! teen ee. sich Petree, wo lo met 

Avuaier (J.-A.). — A propos de la fixation biologique de l’azote 
atmosphérique et de la numération des Clostridium fixa- 
teurs dans les sols ; Pe ie Se a At 

BARANGER (P.), Frrer (M. K.) et Cavé (R.). — Action inhibitrice de 
quelques substances minérales et organiques simples vis- 
a-vis du sarcome de Rous. Relation avec le paludisme 
aviaire on Mee tae ts 

Barsu (E.). — Voir Waat (R.). 

Barsac (H. pr). — Voir Pocuon (J.). 

Barsky (G.) et Roppe-Fossar (F.). — Multiplication du virus polio- 
myélitique dans les cultures in vitro de cellules exsuda- 
tives de singe sans effet cytopathogéne See 

Bazin (S.) et Detaunay (A.). — Etudes sur le collagéne. X. Modi- 
fications apportées aux combinaisons  collagene-muco- 
polysaccharides par des polyosides bactériens 

Beusanski (M.) et Brexsansxkr (M.). — Sur la formation d’enzymes 
respiratoires chez un mutant d’E. coli streptomycino- 
résistant et auxotrophe pour |’hémine 

BENACERRAF (B.). — Voir Biozzi (G.). 

BHaRucHa (F.). — Facteurs de la formation des conidies en milieu 
agité chez Penicillium caseicolum Bainier 


832 


322 


817 


301 


459 


396 


534 
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Biozzt (G.), Béxacenrar (B.), Stirren (C.), HaLpern (BAIN. et 
Mouton (D.). — Influence de la quantité d’iode fixée sur 
les protéines sériques normales et modifiées par la cha- 
leur, sur la phagocytose de ces colloides par les cellules 
dey Si Rie Eis (2 eeea eee 

Bisacnr (E.). — Voir Raynaup (M.). 

Bize (J.). — Voir Haupunoy (P.). 

Bizzint (B.)..— Voir Raynaup (M.). 

Burex (D.), Parnas (J.) et Zuper (S.). — Recherches concernant 
la virulence 4 l’égard de l’embryon de poulet des souches 
pathogénes et non pathogénes de Brucella brucei 


Bonnarpor (F.). — Voir PauTrizey (R.). 

Bouninere (H.). — Voir Cuasperr (Y.). 

Bourcer (P.). — Voir Le Minor (L.). 

Bourse (R.). — Voir Anprriev (G.). 

Boyer (F.). — Voir CHABBERT (Y.). 

Bretey (J.) et Canetti (G.). — Vaccination par BCG normal et 


BCG INH-résistant en présence et en absence d’un trai- 
tement par lINH ee ee) ai Pi oe 
Brion (G. DE) et GrueEst (J.). — Isolement et maintien in vitro 
d’une souche essentiellement constituée de cellules épi- 
théliales et obtenue a partir d’un rein de bovidé . 
Brisou (J.). — Contribution a l’étude des Pseudomonadaceae. 
Précisions taxonomiques sur le genre Acinetobacter . 
Brycoo (EH. R.). — Etude sur la position du b. de Whitmore dans 
la systématique sprit» in leg, Keperra 
— et Dopin (A.). — Action de la cortisone sur ]’évolution de 
la rage chez la souris . 
— Voir Donin (A.). 
Camanp (R.). — Voir Fayer (M. T.). 
Canetti (G.). — Voir Brerey (J.). 
— Voir Grosser (J.). 
Capponi (M.). — Voir Le Minor (L.). 


CarrE (M.-C.). — Isolement de la gorge d’un enfant d’une souche 
virulente poliomyélitique sans présence d’anticorps homo- 
LOSUCS eens 


— Voir Lipine (P.). 
Cavé (R.). — Voir Barancerr (P.). 
CHABBERT (Y.), Boyer (F.), Saviarp (M.), Bounincre (H.) et 
Hervé (J.). — Détermination de l’action bactéricide 


in vivo des antibiotiques dans la staphylococcie rénale de 
la souris 


Cuaupast (P.). — Les modifications des fonctions antigéne et anti- 
corps des pseudoglobulines y du sérum de cheval sou- 
mises 4 l’action des hautes pressions. I et IIT. . 239 et 


89 


146 


441 


426 


134 


688 


282 


473 


760 


659 
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Cuatvienac (M.-A.). — Répartition et polyvalence des groupements 
physiologiques au sein de la microflore totale du sol . 
Cuany (Ch.). — Voir Lépre (P.). 


Craccio (G.). — Essai de neutralisation du virus Col. SK par le 
lait de vache . Sacer ct SRA” Dee. See, a ae 

Coxopert (L.) et Lenor (J.). — Etude du mécanisme de la lyse 
de Coccus P (sp. Sarcina flava) par le lysozyme 

CorvaziER (R.). — Voir Renyverp (E. H.). 

Danier (Ph.) et DEpoux (R.). — La dispersion des cellules par tryp- 


sination & basse température 
— Voir L&prine (P.). 
DaRraAsseE (H.). — Note sur trois cas de septicémie & b. dysen- 
tériques observés & Dakar . ae : ; 
— Essai de détermination du pouvoir pathogéne ‘du sai 
coque par inoculation intracérébrale 4 la souris blanche. 


DrcomMier (J.). — Nouvelle technique de coloration des bacilles 
tuberculeux pour la recherche en fluorescence . 

Detaunay (A.). — Voir Bazin (S.). 

Drom (J.). — Voir Oye (E. van). 

Depoux (R.). — Voir Danie (Ph.). 

Descuiexs (R.). — Les facteurs conditionnant l’habitat des mol- 


lusques vecteurs des bilharzioses ; leurs incidences épidé- 
miologiques. I. Généralités. Facteurs caacunai 
II. Facteurs- chimiques. Nutrition 

Dicrton (M.) et Raynaup (M.). — Etudes sur la toxine RE ae bacille 
typhique. VI. Action toxique expérimentale. A. Carac- 
teres généraux de Jl intoxication : 
B. Effets sur la température des animaux . : 

Doprn (A.) et Brycoo (E. R.). — Action de la cortisone associée au 
sérum hyperimmun sur l’évolution de la rage des rues 
chez la souris 

— Voir Brycoo (E. R.). 
Drean (D.). — Voir Le Minor (L.). 


Drovuuer (E.) et Vieu (M.). — Facteurs vitaminiques de croissance 
des Candida ne Set ee ee ee net eee ees eae 
Dunspar (J.-M.). — L’apparition de formes non acido-résistantes 


de M. tuberculosis en présence d’INH, de cyclosérine et 
du thioamide de l/acide g-éthyl-isonicotique . 

Durieux (J.). — Voir Lapreste (C.). 

Epwarps (P. R.). — Voir Le Minor (L.). 

Exert (B.) et Monier (R.). — Peroxydation de la thymine par les 
OVO SUR eerie etal a Nc ara ein ik) Oke oe oy asa IN a 5 

Facurer (M.). — Voir Marutev (N.). 

FassEaux (P.). — Voir Oye (E. van). 
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Fayer (M. T.), Mackow1an (C.), Camanp (R.) et LEFTHERIOTIS (E.). 
— Etude comparative des virus de la fibromatose et de la 
myxomatose par la méthode d’Ouchterlony 

Fire (M. A.). — Voir Le Minor (L.). 


Fiver (M. K.). — Voir Barancer (P.). 

Fircx (L.). — La leukergie et son rédle dans ]’immunilé 
GALLERON (M™), — Voir Mincx (R.). 

GaLLuT (J.). — Voir Grrarp (G.). 

Grorrroy (M.). — Voir Guim~tAumie (M.). 

GeRMAIN-GouRvEsT (P. et M.). — Voir Le Minor (L.). 

Guysets (G.). — Voir Oys (KE. van). 

Girarp (G.) et Gattur (J.). — Pasteurella novicida ps. nov. ne 


constitue-t-elle pas une variété de Pasteurella tularensis ?. 
Grrarp (O.). — Voir Retyverp (E. H.). 


GorTHEM (H. van). — Voir Oyr (E. van). 
Gourpon (R.), Henry (G.)., Houpmiire (A.), QuincHon (C.) et 
Guitto (B.). — Les réactions d’hémagglutination passive 


et d’hémolyse conditionnée de Middlebrook-Dubos dans la 


tuberculose bovine Aras Las 

— QuincHon (C.), Guitto (B.) et Pavoneieen G. vey. — Intérét 
du test de Coombs dans le diagnostic de la brucellose 
bovine 


GRABAR (P.). — Voir ee (B. ye 

Grootren (O.). — Voir Lurz (A.). 

Grosser (J.), GRumBAcH (F.) et Canerri (G.). — Une modification 
des méthodes de dosage biologique de 1’INH dans le 
sérum sanguin. Résultats dans 53 cas . 

GruEsr (J.). — Voir Brion (G. pr). 

GRuMBAcH (F.). — Voir Grosser (J.). 

GUELIN et Lépine (P.). — Etude de la fixation des bactériophages 
en fonction de divers facteurs : dimensions des bactério- 
phages, nombre de bactéries, concentration en électro- 
lytes, temps et température . : OETA) Pane cs 

GuituAuMie (M.), Krecurer (A.) et GroFFROY (M.). — Propriétés 
du sérum des chevaux soumis 4 des immunisations suc- 
cessives et a des saignées réguliéres. Persistance de l’effet 
produit par les premiers antigénes 


GuiLLo (B.). — Voir Gournon (R.). 
HaLpern (B.N.). — Voir Brozzi (G.). 
Hamon (Y.). — Propriétés générales des cultures d’Entérobacté- 


riacées rendues colicinogénes par transfert . 
— La sérologie des bactériocines et ses applications . eas: 
Hannoun (C.), Vicouroux (J.), Lrevaprrr (J.) et Nazimorr sp), == 
Etude des formes L des bactéries apparues spontanément 
in vivo. III. Histopathologie comparée des lésions provo- 
quées par la bactérie normale et par ses formes modifiées. 
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Hervé (J.). — Voir Cuanpert (Y.). 

Horrerer (M. J.). — Voir Lurz (A.). 

HoupiniERE (A.). — Voir Gournon (R.). 

Jacotot (H.), Toumanorr (C.), Vatuire (A.) et Virar (B.). — Etude 
de Vaptitude d’Anopheles maculipennis atroparvus a ino- 
culer au lapin les souches atténuées de virus du myxome 


infectieux ee a eee Memon Aw "on 0 a 

— Vai (A.). et Virat (B.). — Incidence de la quantité de 
virus inoculée sur |’évolution de la myxomatose expéri- 
mentale . sig Dy sth 

JoncHERE (H.). — Voir Vmeavu (D.). 

KAminsEr (M.). — Etude immunochimique et électrophorétique des 
globulines du blanc d’ceuf. J. Dénombrement et pro- 
priétés See ee 

Kirn (A.). — Voir Mincx (R.). 

Ki Yone LEE. — Voir Waut (R.). 

Knayst (G.). — Les granules des Mycobactéries et le siege de 
l’acido-résistance dans leurs cellules we 
Krassitnikorr (N. A.). — La classification des Actinomycétes pro- 

ducteurs d’antibiotiques : 

KreGuEr (A.). — Voir Gumaumig (M.). 

Kreis (B.) et Le Jounioux (E.). — Dissociation par l’eau oxygénée 


des souches INH-résistantes de bacilles tuberculeux 

— — Raports entre l’activité catalasique, la résistance 4 ]’INH 
et le pouvoir pathogéne des souches INH-résistantes 
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